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L'objectif principal de ce travail était d'observer Ie métabolisme de la celiule 293 
pendant la croissance et l'infection avec un vecteur adénovirus et d'en déduire la 
meilleure stratégie d'alimentation au cours du procédé, afin d'améliorer la 
production de vecteurs. Pour ce faire nous avons construit un m d e  
métabolique comprenant les principales réactions biochimiques du métabolisme. 
A l'aide de ce modèle, il nous a été permis de calculer les flux métaboliques dans 
la celiule dans diff6rentes conditions. 
Dans la première partie de ce travail, nous avons évalué une stratégie 
d'alimentation sur des cellules 293 de deuxième génération afin d'obtenir de plus 
hautes concentrations celluiaires. Cette cellule en particulier, consomme 
beaucoup de glutamine mais prodwt beaucoup d'ammoniac tout en 
consommant peu de glucose. Plusieurs stratégies d'alimentation ont été essayées 
et celie donnant les meilleurs résultats a été une aiimentation pulsée en acides 
aminés avec très peu de glutamine. Cette stratégie a également réduit de 
beaucoup la quantité d'ammoniac produit. Dans la deuxième partie du travail, 
nous avons évalué le profil des flux métaboliques d'une d u l e  293 de première 
génération pendant la croissance et durant l'infection avec différentes stratégies 
0 
d'alimentation, mode cuvée et cuvée alimentéeI dans un milieu sans sérum (LC- 
SFM). Cependant, le titre viral obtenu dans ce type de milieu n'étant pas aussi 
élevé que dans un milieu conventiomel avec sérum' un nouveau milieu a été 
développé contenant très peu de protéines et permettant de nouveau une 
excellente production de vecteurs (1500 pfu/ml)- La troisième partie de ce travail 
s'est donc attardée à une comparaison de l'énergie produite sous forme d'ATP 
dans les deux types de milieux. 
L'analyse des flux métaboliques a permis d'observer plusieurs phénomènes et 
une nouvelle stratégie d'alimentation a été développée. On a pu observer 
notamment une corrélation entre la glycolyse et la glutaminolyse. Bgalement on 
a remarqu6 qu'un cycle de Krebs stable démontrait une bonne croissance 
cellulaire tandis qu'une activité élevée de ce cycle n'était pas représentatif d'une 
meilleure aoissance mais démontrait plutôt une inefficacité au niveau du 
métaùolisme. Il est donc important de vérifier ce cycle avant de procéder à 
l'infection. Au cours de l'infection, plusieurs phénomènes ont été observés. On 
remarque une augmentation des flux métaboliques autour de 10 hpi ainsi qu'un 
maximum au niveau de la production d'ATP, dans le cas où la production Wale 
est très élevée. Ce moment correspond en fait à celui où il y a début de 
production de protéines virales. Égalementf entre 20 et 30 hpi, la majorité des 
flux métaboliques atteignent un maximum et il en va de même au niveau de la 
production d' ATP. 
Des différences ont et& observ&s entre les phases de croissance et d'infection. En 
genéral, au cours de l'infection, on remarque une activité oxidative accrue du 
glucose, tandis que la glutamine est cependant moins oxydée. Ces études nous 
ont également démontré qu'il valait mieux débuter le fed-batch très t6t lors de la 
croissance afin de garder des concentrations de nutriments élevées, un 
métabolisme élevé et une production virale &galement maximale. Cette stratégie 
s'est particulièrement avérée efficace dans un milieu à faible teneur en protéines 
(NSFM13) où l'utilisation du glucose se fait plus efficacement. Ces travaux 
permettront dans le futur de développer un modèle en temps réel où il sera 
possible de suivre les paramètres-clés telle la production LI'ATP. 
The main god of this work was to evaluate the 293 ce11 metaboiism during 
growth and infection with an adenovirai vector and to design the best fed-batch 
strategy in order to improve the vector production. A metaboiic modei was built, 
comprising the main metaboiic pathways, which permitted the metabolic flux 
analysis in different conditions. 
In the first part of this work, a fed-batch strategy with amino acids and low 
glutamine was designed for a 293 second generation cell line. This celi line 
consumed glutamine and produced lactate to a great extent while glucose 
consumption was low. Therefore this fed-batch strategy helped reducing the 
amount of ammonia produced and resulted in high growth. The second part of 
this work studied the metaboiic flux profile for a 293 first generation cell line 
during growth and infection in batch and fed-batch mode, in a senun-free 
medium (LC-SFM). While this medium gave poorer titers, a novel low-protein 
medium was developed and maximai viral titers were regainecl (1500 pfu/ml). 
Therefore, the final part of this work makes an energy level cornparison, namely 
,4TP production, between the two media. 
With the metabolic flux analysis, many singuiarities could be observed and a 
novel fed-batch strategy waç designed* A smng relationship was observed 
between glycolysis and glutaminolysis. Furthemore, a stable Krebs cycle activity 
was related to a sustained growth while a hi@ activity of the latter was not 
related to high growth but demonstrated an unefficient metabolism. 
Consequently, it is important to verify the state of this cyde before infection, in 
ordcr to optimize the vector production. During infection, a raise in most fluxes 
was observed around 10 hpi while in the case where maximal viral titers are 
obtained, a peak in ATP production is also observed. in fact, this time 
corresponds to the onset of viral protein production. Maximal fluxes are also 
observed between 20 and 30 hpi, as well as maximal ATP production in most 
cases. 
Also, differences were observed between the growth and infection phase. In 
general, there is an increase in glucose oxidation while glutamine oxidation is 
reduced in most cases. These shidies alço demonstrated that the fed-batch should 
be started earlier d u ~ g  the growth phase, in order to keep higher nutrient 
concentration, a higher metabolic activity and an higher vector production. This 
was proven especially true in the low-protein medium (NSFMl3) where glucose 
utilization is more efficient. This work wiil initiates future development of an on- 
üne metabok mode1 that will permit to fdlow in real time the evolution of key 
parameters su& as ATP production. 
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INTRODUCTION 
L'année 1999 fût l'année d'une plus grande conscientisation du public à i'égard 
des biotechnologies. Ii y eut d'abord le clonage de DoUy, la thérapie génique et 
les OGM. Malheureusement, le public reste prisonnier des battages médiatiques 
autour de ces termes et leur opinion est souvent biaisée. Il ne faut surtout pas 
minimiser l'impact de ces technologies car elles restent importantes pour 
améliorer la qualité de vie non seulement des occidentaux, comme on est porté à 
le croire, mais également du tiers monde. En effet les ûGM pourraient bien être 
une solution à la faim dans le monde et la thérapie génique pourrait sauver bien 
des vies d'un cancer ou du sida. 
Ce travail a porté plus particulièrement sur un aspect des thérapies géniques. En 
effet, nous avons travaillé avec le système d'expression adénovirus et les cellules 
293. Le vecteur adénovirus est utilisé dans 18% des essais cliniques avec vecteurs, 
notamment pour des thérapies contre le cancer, avec la protéine p53 ou la 
thymidine kinase (TIC), ou encore dans le but de corriger certaines maladies 
monogéniques telles la dystrophie de Ducfienne ou les myopathies. 
Les méthodes classiques d'6valuation de cultures cellulaires s'attardent en 
particulier à l'analyse des taux de consommation et de production des 
principaux nutriments tels les acides aminés, le glucose, le lactate et l'ammoniac, 
ces deux derniers composés s'étant avérés toxiques pour la cellule. Cependant, 
on s'aperçoit de plus en plus que certains cofacteurs tels vitamines, hormones de 
croissance, peptides et autres compo& qu'on retrouve en petite quantité dans 
les milieux de culture, peuvent jouer des rôles importants dans les cultures 
cellulaires. Le métabolisme cellulaire est très complexe et divers facteurs peuvent 
être des agents promoteurs ou inhibiteurs, le rétrocontrôle étant pour la cellule 
un moyen efficace de réguler son métabolisme. 
Le but principal de ce travail est donc de mieux comprendre le métabolisme 
cellulaire de la cellule 293 autant en croissance qu'en infection avec un vecteur 
adénovirus. Nous avons donc développé un modèle métabolique qui à l'aide des 
données classiques de production et de consommation de divers métabolites, 
permet de calculer les flux métaboliques à l'intérieur de la cellule. Ces flux 
métaboliques sont en fait un reflet des taux de réactions biochimiques à 
l'intérieur de celle-ci et permettent d'évaluer l'état physiologique des cellules à 
tout moment. Cette analyse permettra de cerner les principales voies 
métaboliques que la cellule emploie au cours de la période de aoissance et 
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d'infection et ainsi d'en déduire les meilleures stratégies d'alimentation afin de 
maximiser la aoissance et la production de vecteurs adénoviraux. 
Ce travail se divise en cinq parties. Une première partie porte sur la revue de la 
littérature concernant le métabolisme cdulaire, les modèles métaboliques et les 
méthodes d'analyse des flux métaboliques dans la celiule. Une seconde partie 
rapporte les résultats préliminaires qui ont permis la validation des hypothèses 
utilisées pour le calcul des flux métaboliques. Au chapitre 3 nous rapportons le 
développement d'un premier modèle métabolique avec lequel nous avons pu 
évaluer les changements métaboliques observés lors d'une alimentation pulsée 
en glutamine et une alimentation pulsée en acides arninés à faible concentration 
de glutamine. Ce travail a fait l'objet d'un premier article : Human 293 Cell 
Metabolism in Low-Glutamine Supplied Culture : Interpetution of Metabolic Changes 
through Metabolic Flux Analysis publi* dans la revue Metabolic Engineering. Au 
chapitre 4 sont rapportés certaines améliorations qui ont été apportées au modèle 
en plus de son adaptation au processus d'infection. Ce modèle a permis 
d'évaluer les flux métaboliques de la cellule W3SF dans un milieu sans sérum 
sous différentes conditions d'alimentation pendant la phase de croissance et 
d'infection. Ces résultats sont rapportés dans un article intitulé : 293SF Metabolic 
Flux Analysts during Cell Gmwth and InfechOn with an AdenoPiral Vecfor. Cet article 
a été soumis pour publication à la m e  Biotechnology Progtess. Le dernier 
chapitre porte sur l'élaboration d'un modèle très complet comprenant le cycle du 
pentose-phosphate, mesuré à l'aide d'expérimentations au carbone 14, et 
comprenant également le processus d'intemaijsation dans la mitochondrie de 
certains composés. Ce modèle a permis de comparer les flux métaboliques dans 
un milieu sans sérum avec ceux dans un milieu avec peu de protéines sous 
différentes conditions d'alimentation. Les résultats sont rapportés dans l'article 
intitulé : Low-Protein Medium Aflects the 293SF Central Metabolism during Groutth 
and Infection with Adenovims et soumis pour publication dans la revue 
Biotechnology and Bimginewing. 
CHAPITRE I : R E W E  DE LA L I T T ~ U U R E .  
1.1 Vue d'ensemble du métabolisme 
1.1.1 Innuence du glucose et de la glutamine 
Le glucose et la glutamine sont les deux principaux nutriments pour la croissance 
des cellules de m M e r e s .  Lorsque ces nutriments sont alimentés de faqon 
excédentaire, les flux de la glycolyse et de la glutaminolyse sont augmentés 
résultant en l'accumulation de certains produits (Doverskog et col., 1997). On 
pense souvent que le glucose est le prinapai nutriment utilisé par la cellule mais 
dans plusieurs études, on rapporte que les cellules de mammifères tirent la 
majeure partie de leur énergie par l'oxydation de la glutamine (Fitzpatrick et col., 
1993; Petch et Butler, 1994; Sharfstein et col., 1994). Portais et col. (1996) ainsi que 
Schmid et Keller (1992) ont démontré que la glutamine avait un effet stimulateur 
sur la glycolyse mais d'autres études démontrent que le glucose stimule la 
consommation de glutamine (Shatfstein et col., 1994). Hu et col. (1987) ainsi que 
Miller et col. (1989) ont par ailleurs démontré, contrairement aux études 
précédentes, qu'à plus forte concentration en glutamine, on inhibe l'oxydation du 
glucose. Cependant, Ljunggren and Haggstrom (1994) ont trouvé q e  la 
consommation de glutamine était augmentée pour une lignée d'hybridomes en 
restriction de glucose. Jenkins et col. (1992) ont aussi remarqué que la baisse de 
consommation de glucose et le début de la phase de déclin coïnadait avec la 
disparition de la glutamine du milieu dans une lignée d'hybridomes. Ils ont 
cependant postulé que L'arrêt de i'utilisation du glucose était plutôt dû à la baisse 
du pH. De même, Vriezen et col. (1997) ne rapportent pas d'augmentation de la 
consommation de glucose lorsqu'il y a limitation en glutamine. Ils ont également 
remarqué que peu importe la quantité de glutamine alimentée, le rapport 
varie entre 2.5 et 7. D'ailleurs, dans Zeng et col. (1998), on rappporte que 
le rapport -/qgi, est fonction de la concentration 6iduelle de glucose. Par ces 
études, on peut conclure que le métabolisme du glucose et de la glutamine sont 
intimement liés. ll n'est cependant pas clair si la glutamine stimule ou inhibe la 
glycolyse ou si c'est le glucose qui influence la glutaminolyse. 
La figure 1.1 détaillée suivante présente les principales voies métaboliques du 




Fime  1-1 Métabolisme général du glucose et de la glutamine 
1.1.2 Produit du métabolisme du glucose et de la glutamine. 
En général, les principaux métabolites de la glutamine sont l'aspartate et le 
citrate, si la concentration de pyruvate provenant du glucose est suffisante. 
Tandis que pour le glucose, il est reconnu que le principal métabolite est le 
lactate. Lanks and Li (1988) ont démontré par une étude sur différentes lignées 
cellulaires qu'elles produisent en majorité du glutamate, de l'alanine, de la 
probe et de l'aspartate en concentration 100 fois plus grande qu'à l'intérieur de 
la celiuie. En fait l'alanine et l'aspartate serviraient de réservoir à ammonium, 
enlevé de la glutamine et du glutamate (Sharfstein et col., 1994). Dans une 
culture cuvée (batch), en plus des 4 produits précédents, la sérine est également 
considérablement produite selon Ljunggren et Haggstrom (1994). Petch et Butler 
(1994) rapportent une étude sur des hybridomes dans laquelle la glutamine 
produit en effet du CG, du NH4, de l'alanine, de l'aspartate et du lactate, mais 
également du citrate, du malate et du pyruvate. 
Pour une lignée mutante CHO (Chinese Hamster Ovary cells) n'effectuant pas la 
glycolyse, La& et Li (1988) ont démontré que les productions de pyruvate, de 
lactate et de citrate habitudement dérivée du glucose étaient de beaucoup 
réduites. Tandis que les productions d'aspartate et de COr étaient augmentées 
dans ce cas démontrant qu'en l'absence de pyruvate dérivé du glucose, la cellule 
oxyde la glutamine et produit surtout de Faspartate au lieu du citrate. Ils n'ont 
pu conclure sur l'origine de l'alanine, s'il venait de la glutamine ou était 
favorablement produit lorsque le pyruvate était limitant. Ljunggren et 
Haggstrom (1994) ont montré que la production de lactate est réduite autant en 
limitation de glucose ('Yiar/pic=l) que de glutamine. Hu et col. (1987) ont observé 
également une réduction de la production de lactate à basse concentration de 
glucose, tandis que la consommation d'oxygène et de glutamine est augmentée. 
La réduction de la production de lactate à bas niveau de glucose est en géneral 
reconnu (Glacken et col., 1986; Hu et Oberg, 1990; Kurokawa et col., 1944; 
Nadeau et col., 1996; Xie et Wang, 1994; Zhou et col., 1995). Dans la même étude, 
Hu et col. (1987) rapportent que la production d'ammoniac et d'alanine est de 
beaucoup réduite en limitation de glutamine, ainsi que la production 
d'asparagine et de prohe. La formation de sérine et de glycine est favorisée en 
limitation de glucose. Ils suggèrent que la formation de sérine est due à l'alanine 
se convertissant en pyruvate. De la même façon, Sharfstein et col. (1994) ont 
démontré que la consommation de glutamine et la production d'alanine 
diminuaient à la suite d'une baisse de concentration en glutamine, suivie d'une 
augmentation de production de lactate. Ljunggren and Haggstrom (1992) ont 
effectué une culture en cuvée alimentée à basse concentration de glutamine. ils 
ont constaté une diminution de la formation d'ammoniac. Ils ont relié cet effet au 
Km , soit la constante de vitesse pour la glutaminase, qui est de l'ordre de 2.2-4.5 
mM de glutamine. Des lors, une baisse de la concentration de glutamine affecte 
considérablement le taux de réaction, sans pour autant affecter les taux de 
réactions biosynthétiques qui ont des Km beaucoup plus bas. Une autre 
conséquence est la réduction de la glutaminolyse et la formation d'alanine. Pour 
une lignée d'hybridomes, Schrnid et Keller (1992) ont fait une variation échelon 
de la concentration en glutamine à, l'entrée. Quand ia concentration en glutamine 
augmente, la consommation augmente a-. Il semble qu'il y ait plus d'alanine, 
de proline, de lactate et d'ii~~unoniac produits, tandis que le glutamate, l'aspartate 
et l'asparagine ne sont pas affectés. Intracellulallement, la glutamine, le 
glutamate, la proline et l'alanine sont plus éIev&, mais également le lactate, le 
pyruvate, le fumarate et le rnalate. 
Savinell et Palsson (1992) rapportent égaiement une autre &tude qui démontre 
que la production de lactate est due à une accumulation des equivalents redox 
(NADH) dans le cytoplasme h cause d'une limitation au niveau de l'activitk de la 
navette malate-aspartate pour le transport du NADH dans la mitochondrie. Dès 
lors ceci peut expliquer la préférence des cellules pour la glutamine dans 
certaines conditions de culture. 
1.1.3 Résumé 
Le métabolisme des cellules de mammif&res peut se résumer ainsi. La cellule 
génère des sous-produits, principalement le lactate, l'ammoniac et l'alanine. Ce 
phhomene s'explique par la faible efficaciM de la navette malate-aspartate 
(Figure 1.2) pour le transport des t2quivalents réducteurs (NADH) dans la 
mitochondrie. Dès lors, il y a une accumulation de NADH produit par la 
glycolyse dans la cellule et celui-ci doit être régénére à partir du pyruvate en se 
convertissant en lactate. Par cette &tude, il semble évident que le NADH produit 
par la glycolyse doit être i4gQiéré par ia formation de lactate ou alors il en 
résulte une baisse de la viabilité. La quanti* de pyruvate qui entre dans le cycle 
de Krebs est donc faible par rapport a l'entrée de glutamate qui se fait par la 
glutaminolyse. L'azote libéré par la glutaminolyse doit également être êliminé et 
cela se fait principalement par les voies de transamlliation, dont le pyruvate en 
alanine, ou encore par la formation d'aspartate ii partir d'oxaloacétate, réduisant 
d'autant plus la quantiY de pyruvate accessible pour le cycle de Krebs. Ces deux 
réactions sont accompagnées de la dêgcadation du glutamate en acétoglutarate. 
Cependant ces réactions sont rêversibles et ces composés pourront 
éventuellement etre réutilisés. Sanfeliu et col. (1997) ont mis l'oxamate un 
inhibiteur du lactafe déshydrogénase. A 40 mM de cet inhibiteur on observe une 
réduction de la viabilité, de la consommation de glucose et de la production de 
lac tate. 
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F i m m  1.2 Navette malabxpta te  
Une étude précédente sur les cellules 293 démontre qu'à l'instar des ces études, il 
y a consommation principalement de la glutamine, de la sérine, de l'aspartate, 
mais également production de glutamate, d'alanine et d'asparagine (Nadeau, 
1995). En alimentation semi-continue de glucose, on a cependant observé une 
consommation du glutamate et de l'aspartate. 
On constate qu'en réduisant le taux d'alimentation de la glutamine, on réduit la 
production de certains sous-produits tel l'ammoniac et le lactate, potentiellement 
toxique, mais également l'alanine, la proline, l'asparagine et éventuellement 
l'aspartate, Mais également la réduction du taux d'alimentation de glucose 
semble diminuer la production de lactate, tout en favorisant la production de 
sérine, de glycine et d'aspartate. Cependant la réserve de pynivate accessible au 
cycle de Krebs diminuerait également. 
1.2 Principaux flux 
Bonarius et col. (1995) ont fait une analyse des flux dans des hybridomes selon 
une méthode qui sera explicitée plus loin. Ils en sont arrivés à plusieurs 
conclusions : 
O Plus de 90% du flux de carbone passe par la voie du pentose phosphate, mais 
est retourné par la suite dans la glycolyse; 
Dans un milieu non-optimal, on observe la formation d'alanine, de lactate et 
de proline et une activité plus grande des aminotransférases ; 
L'oxydation du pynivate est faiile ; 
O La majorité du atrate est converti en acides gras ; 
Le flux de glutamate vers L'a-cétoglutarate par le glutamate déshydrogénase 
est faible et même négatif ; 
O La transhydrogénation est active (conversion du NADH en NADPH); 
La majorité du C a  produit provient du pentose phosphate et de l'enzyme 
malique. 
Voyons plus en détail les principales voies métaboliques. 
1.2.1 Glycolyse et PP 
Une revue de Newland et col. (1990) rapporte que les cellules transformées ont 
de hauts taux de glycolyse à forte concentration de glucose mais peuvent 
s'adapter en conséquence à de plus faibles concentrations pour maintenir les 
mêmes taux de aoissance. Fitzpatrick et col. (1993) ont fait une étude très 
poussée du métabolisme du glucose et de la glutamine dans une lignée 
d'hybridomes. Ils ont trouvé entre autres que le gîucose était surtout glycosylé à 
96%. Similairement Sharfstein et col. (1994) et Paredes et col. (1998) ont trouvé 
une valeur de 92%. Sharfstein et col. (1994) ont trouvé que le taux de transport 
du glucose est non-limitant par rapport à son métabolisme. L'étape limitante 
serait en fait catalysée par l'hexokinase. 
De même, Petch et Butler (1994) affirment que le glucose passe surtout par la 
glycolyse, et un peu par la voie du pentose phosphate et le cycle de Krebs. 
Fitzpatrick et col. (1993) observent également un faible taux de passage dans la 
voie des pentoses phosphates (environ 3,4%). Selon Mancuso et col. (19941, 
l'activité du w v a t e  déshydrogénase, pyruvate en acétyl-CoA, devrait être plus 
élevée, puisque cette voie génère plus ÇL'ATP, que celle du pyruvate carbonÿIase, 
pyruvate en oxaloacétate, mais en général, ce n'est pas le cas. Neermann et 
Wagner (1996), Paredes et col. (1998) et Sharfstein et col. (1994 ) observent, quant 
à eux wi plus haut passage dans la voie des PP soit 8% ainsi qu'une activité 
conséquente de la p u a t e  déshydroghase. Paredes et col. (1998) expliquent cela 
par le fait que lorsque la ceilule consomme beaucoup de glutamine i'activité de 
cet enzyme diminue. Une étude avec le carbone 13 sur les cellules de gliome C6 a 
été faite par Portais et col- (1996). Cette étude démontre que le glucose joue un 
faible rôle dans le cycle de Krebs puisqu'on observe une faible activité du 
t'étude de Lazo (1981) avec des cellules de carcinome confirme les précédents 
résultats. En effet, ils rapportent que 93% du glucose est transformé en lactate, 
que 0,7% est utilisé dans la voie des pentoses phosphates, 13% dans le cycle de 
Krebs et 2% pour la synthèse de lipides. Le glucose fournit également 78% de 
L'ATP lorsqu'il est converti en lactate. L'ajout d'acides aminés n'a pas d'effet sur 
l'uïlisation du glucose, par contre l'ajout d'un inhibiteur spécifique au lactate 
déshydrogénase, l'oxamate, a pour effet de diminuer la consommation de glucose 
et la production de lactate, mais la concentration d'ATP est fortement diminuée 
dans la cellule. 
1.2.2 Pyruvate 
Selon Mancuso et col. (1994), les sources de pyruvate sont les suivantes: soit la 
glycolyse, le cycle du pentose phosphate, la voie du malate et celle de la synthèse 
de lipides par le citrate. Paredes et col. (1998) ajoutent également que le pymvate 
provient de la dégradation de la cystéine (l,S%) et de la sérine (0,2%). Par des 
études de glucose et glutamine marquées, Mancuso et col. (1994) ont trouvé que 
76Oh du pyruvate provient directement de la glycolyse. Le £lux du pentose 
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phosphate au pyruvate est de 4% seulement Sharfstein et col. (1994) ont trouvé 
que le rapport lactate/glucose était à 2.05 mol/mol. Ceci indique que le lactate 
provient d'autres sources tel le glutamate par la voie du malate (malate 
décarboxykinase). 
Le pyruvate se dégrade surtout en lactate à cause d'une forte activité de 
i'enzyme lactate déshydrogénase, qui catalyse cette réaction. Tandis que son entrée 
dans le cycle de Krebs n'est pas très élevée à cause d'une faible activité des 
enzymes pynivate carboxylase et pYruPate déshydrogénase. 
1.2.3 Glutaminolyse 
Newland et col. (1990) rapportent que Ia glutamine dans les fibroblastes et les 
cellules HeLa est surtout oxidée et produit Wh de l'énergie de la cellule. Leur 
groupe stipule que l'entrée du glutamate dans le cycle de Krebs se fait surtout 
par l'alanine aminottansf&ase, tandis que d'autres groupes donnent plus 
d'importance à l'asparfate d&hydrogénaseénase Tandis que le pyruvate, transformé par 
la suite en alanine, est formé par le malate sous l'action de l'enzyme malique 
(malate décarboxykinase). Jenkins et col. (1992) ont montré que la déamination de la 
glutamine par la glutaminase est la première étape. L'acîivité de cet enzyme 
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diminue énormément Iorsqu'il n'y a plus de glutamine dans le milieu. Ils ont 
remarqué que le glutamate transaminase était plus élevé que le glutamate 
déshydrogénase. Certains auteurs ont également trouvé que i'aspartate hansaminase 
était plus élevé que l'alanine transaminase, d'où une formation accrue d'aspartate, 
ces deux enzymes étant pourtant plus élevés que l'asparfate dishydrogénase 
(Fitzpatrick et col., 1993). Selon les mêmes auteurs, jusqu'à 36% serait 
complètement oxydé par le cycle de Krebs. Selon eux, l'étape limitante serait le 
transport de la glutamine, ce mécanisme de transport pourrait cependant être 
stimulé à plus faible concentration en glutamine. Ils suggèrent également eux 
aussi que la voie de transamination en alanine ou aspartate (asparfate et alanine 
fransaminase) est préférée à la voie du gltitamate déshydrogénase. La glutamine 
contribuerait p u r  30 à 98% de l'énergie selon la lignée cellulaire. Sharfstein et 
col. (1994) ont observé peu de glutaminolyse, c'est-à-dire de production de 
glutamine en pyruvate. Ils stipulent donc que le rôle de la glutamine est 
anabolique et que celui du glucose est à la fois catabolique et anabolique. Collins 
et col. (1998) ont fait des études sur la consommation de la glutamine. Selon eux 
la glutamine, servirait à alimenter le pool de glutamate nécessaire pour 
l'incorporation de cystine et la formation de glutathione. Tls n'ont pas déterminé 
de corrélation entre une incorporation accrue de glutamine et une activité 
oxydante accrue ou encore une activité de la glutaminase accrue. Par contre, ils 
observent une corrélation entre l'influx de glutamine et I'eMux de glutamate. 
Petch et Butler (1994) stipulent que la glutamine entre au niveau de l'a- 
cétoglutarate et sort de la mitochondrie sous forme de malate qui sera ensuite 
transformé en aspartate tout en produisant un NADH. Ce procédé augmente le 
ratio NADH/NAD' ce qui fait que le pyruvate se transforme en lactate. Ceci est 
consistant avec le fait que la consommation de glucose cesse lorsque la glutamine 
est épuisée du milieu, puisqu'il n'y a plus de production de NADH par la 
glutaminolyse. 
La glutamine est normalement la principale source d'ammoniac, mais lorsqu'on 
réduit la quantité de glutamine, il semble que la cellule utilise d'autres acides 
aminés qui produisent aussi de l'ammoniac en particulier l'asparagine, 
l'aspartate, l'isoleucine, la lysine, la valine, la phénylalanine, la thréonine et la 
tyrosine (Mancuso et col., 1998). La même étude montre qu'une réduction de la 
glutaminolyse affecte la consommation d'oxygène et la production d'ATP sans 
affecter la consommation de glucose. De même Vriezen (1997) montre que 
d'autres acides aminés peuvent être utilisés lorsqu'il y a limitation en glutamine. 
h o  (1981) rapporte que la dutamine est oxydée 20 fois plus que le glucose mais 
ne peut remplacer ce dernier complètement, car cet acide aminé ne produit pas 
autant d'ATP. D'autres acides aminés sont cependant oxydé comme la leucine à 
cause de la forte producüon de lipides et de protéines dans les cellules 
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transformées. 
Doverskog et col. (1997) rapportent que la capacité de synthétiser la glutamine 
dépend de la souche de la cellule, certaines ceilules possèdent la glutumine 
synthétase tandis que d'autres non. 11 en va de même pour d'autres acides aminés 
tel la glycine. Ils rapportent que le glutamate à+fshydrogénase semble être absent 
des cellules animales en culture. Mais cet enzyme pourrait être activé lorsqu'il y 
a nécessité d'acides aminés pour un apport énergétique. Paredes et col. (1999) ont 
introduit dans un hybridome, le gène de la gliitamine synthétase, ils réussissent 
ainsi à éliminer complètement la formation d'ammoniac, ils réduisent aussi la 
formation de lactate ainsi que la consommation de glucose. Cependant le ratio 
lactate/glucose reste invarié, car suite à une réduction de la consommation de 
glucose, on réduit également la formation de lactate. 
Dans Zeng et col. (1998), on rapporte que le rapport m / g l n  varie beaucoup 
d'une cellule à l'autre et n'est pas fonction de la glutamine résiduelle. Tandis que 
le rapport des acides aminés totaux (TM)  consommés sur la glutamine 
(TAA/gln) ainsi que le ratio NH4+/gln est fonction de la glutamine résiduelle. 
1.2.4 Cycle de Krebs 
Les sources d'acétyl-CoA sont le ppvate ,  et la dégradation de la tyrosine, 
lysine, leucine et isoleucine, dans une proportion de 26,6 à 29'9% (Paredes et col., 
1998; Sharfstein et col., 1994). L'acétyl-CoA se combine avec l'oxaloacétate pour 
former du citrate. Ils rapportent que 3S0/0 à 48% va vers la formation de l'a- 
cétoglutarate tandis que le reste va vers la formation de lipides. Tout dépend en 
fait du taux de croissance et de la composition en lipides de celles-ci. Mancuso et 
col. (1994) stipulent que 47% de I'a-cétoglutarate proviendrait de la glutamine et 
du glutamate et 53% du atrate. Paredes et col. (1998) rapportent quant à eux des 
valeurs de 57% et 43% respectivement. Tandis que Sharfstein et col. (1994) 
rapportent des valeurs de 27% et 7û%. 
Paredes et col. (1998) et Shatfstein et col. (1994) rapportent que 10% du succinyl- 
CoA provient des acides aminés isoleucine, valine, méthionine et thréonine. 
Tandis que 3% à 6% du succinate proviendrait de la dégradation de la tyrosine et 
de l'isoleucine. 
Mancuso et col. (1994) négligent complètement l'apport des acides aminés dans 
le cycle de Krebs dans leur modèle métabolique en démontrant que les deux tiers 
des acides aminés sont utilisés dans les voies anaboliques. 
Pour éviter l'accumulation d'intermédiaire du cyde de Krebs, il y a trois sorties 
possible: le malate en pymvate par le malaie décarboxykinase ou enzyme malique, 
l'oxaloacétate en phosphoénolpymvate (PEP carboxykinase) et le citrate vers la 
formation de lipides. Sharfstein et col. (1994) ont trouvé que la glutamine qui 
entrait dans le TCA sortait surtout par la voie du citrate. Ils rapportent 
cependant que 31% du malate est exporté par la voie de l'enzyme malique. Ceci 
est corroboré par Paredes et col. (1998) qui rapportent une valeur de 25%. 
1.2.5 Résumé 
En résumé, on peut dire que le glucose se tramfoxme surtout en lactate à cause 
d'une forte activité du lactate déshydrogénase et une faible activité du pyruvate 
déshydrogénase bloquant l'entrée de celui-ci dans le cycle de Krebs. Certains 
auteurs expliquent le phénomène par une accumulation du NADH dans le 
cytoplasme à cause d'une faible activité de la navette malate-aspartate. La 
glutamine est convertie en glutamate par la glufurninase et donne une molécule 
d'ammoniac. Par la suite le giukunate fait son entrée dans le cyde de Krebs grâce 
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à des transaminases et le relargage d'une molécule d'ammoniac est moins 
probable Zt ce niveau. Les deux réactions les plus plausibles sont celles de 
l'alanine aminofransférse, qui transforme le pynivate en alanine, et celle de 
l'uspartate dishydrogénase, qui transforme l'oxaloacétate en aspartate, d'où 
l'accumulation de ces composés dans les milieux de culture. Le cycle de Krebs 
doit être balancé entre un apport d'acétyl-CoA et d'a-cétoglutarate. L'acétyl-CoA 
provient du pyruvate et/ou de certains acides aminés tandis que l'a- 
cétoglutarate provient soit du citrate ou du glutamate. Le pynivate quant a lui, 
provient principalement du glucose mais peut également provenir de la 
glutamine qui est évacuée du cycle de Krebs par la voie de l'enzyme malique. 
1.3 Modélisation 
On peut classer les modèles selon différentes catégories: ségrégatifs vs non- 
ségrégatifs, structurés vs non-structurés et probabilistes vs non-probabilistes. Un 
modèle ségrégatif considère une population de cellules hétérogènes. Par 
exemple, il peut tenir compte de la phase du cycle dans laquelle se trouve la 
cellule. Un modèle non-structur4 considère la celIuie comme une boîte noire et 
un modèle structuré incorpore des concepts biologiques en mcluant des bilans de 
masse et d'énergie et certains taux de réactions et de transport. Un modèle 
probabiliste est baçé sur une àistribution statistique de la population. Par 
exemple, on peut modéliser rentrée d'une cellule de la phase Cl à la phase S par 
une loi de probabilité. Nous allons en particulier discuter des modèles structurés 
puisque c'est ce type de modèle qui fera l'objet de ce travail. 
Fimire 1.3 Cycle cellulaire. 
Un des premier modèle structuré proposé pour les cellules eucaryotes, fût celui 
de Batt et Kompala (1989). Ils proposent un modèle qui sépare les nutriments en 
quatre sous-groupes: les acides aminés, les nucléotides, les protéines, et les 
lipides et en trois produits: l'ammoniac, le lactate et l'anticorps. Ces constituants 
forment ainsi 7 équations différentielles composées de termes de saturation et de 
rétro-contrôle. Le modèle montre entre autres que le glucose forme 
principalement les lipides, les acides aminés et les nucléotides et au niveau 
énergétique, il fermente en lactate ou emprunte le cyde de Krebs ou le cycle du 
pentose phosphate pour former certains carbohydrates dont ceux inclus dans les 
nucléotides. La glutamine produit surtout des acides aminés, des nucléotides et 
des lipides mais fournit également une part substantielle de l'énergie (30-65%) et 
produit surtout le lactate et l'ammoniac. Ce modèle ne comprend cependant pas 
de bilans au niveau énergétique. Hansen et coi. (1993) ont utilisé ce modèle pour 
des cellules de mammifères afin de simuler l'effet de variation de concentration 
au niveau de l'alimentation pour les acides aminés, la glutamine, le glucose et de 
simuler l'effet de l'intervalle de contrôle en mode d'ahentation semi-fermée. 
Wu et col. (1992) proposent un modèle beaucoup plus structuré avec 18 
composants: les acides aminés essentiels, les acides aminés non-essentiels, la 
glutamine, le glucose, les composants de la membrane, i'ADN, 1'AR.N ribosomal, 
I'ARN de transfert, I'ARN messager, les protéines, l'ammoniac, la membrane, le 
lactate, l'ion hydrogène, l'ATP et l'énergie. Comme précédemment, une forte 
proportion de glucose consommé forme du lactate à haute concentration de 
glucose. A basse concentration de glucose, une plus forte proportion de glucose 
forme des nuciéotides, par la voie du pentosephosphate, des acides aminés et 
des membranes (lipides). Les équations différentielles, décrivant la variation de 
concentration dans le temps des composants énumérés a-haut, comportent un 
terme maximal, un terme de saturation, un terme de rétrocontrôle, un terme de 
transport, et un terme de dégradation dans certains cas. Une originaiité du 
modèle est qu'il possède un paramètre de dominance pour l'utilisation du 
glucose ou de la glutamine. Le modèle possède également un bilan d'énergie sur 
les réactions anaboliques, cataboliques et sur le maintien du potentiel 
membranaire. 
Barford et col. (1992) proposent également un modèle très structuré. Le modèle 
identifie les principales voies métaboliques comme étant: la glycolyse, la 
fermentation en lactate, le cycle de TCA, la respiration et la glutaminolyse. Ces 
voies sont sources d'énergie et celle-ci est utilisée pour la formation d'anticorps, 
de membranes biologiques, d'ARN et d'ADN ainsi que de protéines. Tous ces 
produits peuvent être subdivisés en protéines, lipides ou carbohydrates. Les 
acides aminés ont été séparés en 6 familles : glutamate (glutamate, glutamine, 
proline et arginine), aspartate (aspartate, asparagine, méthionine, lysine, 
thréonine et isoleucine), sérine (sérine, cystéine et glycine), pyruvate (pyruvate, 
alanine, valine et isoleucine), phénylalanine (phénylalanine, tyrosine et 
tryptophane) et histidine. De plus comme autres nutriments, on considère les 
suaes, les lipides et l'oxygène. Comme produit, on a le lactate, le pyruvate, les 
anticorps, le dioxyde de carbone et l'ammoniac. Ils ont également établi certains 
branchements importants comme étant le glucose, le hctose-6-phosphate, le 
niose-5-phosphate, le pyruvate, l'a-cétogiutarate et i'oxaloacétate. Le modèle 
inclut égaiement des équations de taux de transport des nutriments, de taux de 
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conversion des nutriments, de la production d'hergie, et de la croissance 
cellulaire basée sur un rendement par rapport à L'ATP produit. Les taux de 
production sont également dérivés de cette manière en utilisant des rendements 
par rapport à la biomasse. 
Savinelt and Palsson (1992) ont développé une matrice stoechiométrique des 
principales voies métaboliques, afin de modéliser les besoins cellulaires en 
carbone, azote et énergie lors de la croissance sur différents substrats. Ils ont 
différencié les réactions biochimiques qui avaient heu dans la cellule et dans la 
mitochondrie. Leur modèle a permis de tirer des conclusions intéressantes mais 
théoriques tel le fait que la croissance sur les intermédiaires du glutamate donne 
les plus hauts taux de aoissance soit l'arginine, la proline, le glutamate et la 
glutamine. Egalement, ils ont remarqué qu'à consommation normale d'oxygène, 
le rapport iglw/qgln varie entre 2 et 5, cela a d'ailleurs déjà été démontré 
expérimentalement. Lorsque l'oxygène disponible est illimité, le ratio optimum 
est de 1 à 2 démontrant que la valeur énergétique du glucose est égale à celie de 
la glutamine. Paredes et col (1998) ont développé un modèle similaire tout en 
réduisant le nombre de flux existants. 
A partir de ces modaes très structurés du métabolisme, on a pu développer un 
outil soit l'analyse des flux métaboliques. Le but est de connaître la distribution 
des flux dans le métabolisme a h  de pouvoir diriger ces flux soit par 
modification génétique ou par contrôle du milieu environnant. Les méthodes 
suivantes sont utilisées dans l'estimation de flux : 
Bilan de matière et d'énergie 
Études par marquage avec des isotopes du carbone. Beaucoup de ces études 
sont rapportées dans la première partie de ce document, d m  le métabolisme 
du glucose et de la glutamine. 
Vamer and Ramkrishna (1999) rapportent que l'analyse des flux métaboliques 
peut être subdivisé en trois parties: bilan de masse; NMR; GC/MS 
(chromatographie et spectrométrie de masse) et finalement une dernière 
méthode qui permet de combiner les deux premières. Normalement l'analyse des 
flux métaboliques doit se faire dans des conditions de chemostat mais on 
rapporte qu'il est possible d'effectuer ce genre de c a l d  en cuvée alimentée en 
asswnant qu'on a un régime pseudo-stationnaire. Dans notre cas, comme il s'agit 
d'études sur la ceilde 293 qui sera par la suite infectée en transitoire, il faut donc 
vérifier la validité de ce régime ce qui sera fait un peu plus loin. Les méthodes 
d'analyse au NMR ou GC/MS permettent d'aller chercher des contraintes 
supplémentaires, par exemple dans les nœuds critiques du modèle. Vamer and 
Ramkrishna (1999) soulignent que ce type de c a l d  ne permet pas de décrire 
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l'évolution dynamique du système. Pour cela il faudrait ajouter des termes de 
cinétique au modèle, tels rendements spécifiques, termes de régulation ou encore 
taux de croissance. 
1.4 Analyse des flux métaboliques 
La première étape afin de pouvoir calculer les flux métaboliques de la cellule, qui 
sont en fait le reflet des taux de réaction biochimique à l'intérieur de celle-ci, est 
de rassembler les principales réactions biochimiques. Le modèle métabolique 
ainsi développé sera élaboré un peu plus loin. A ces réadions biochimiques sont 
associés des nutriments ou des produits de la croissance, soit métabolites, qu'il 
faut être capable de mesurer, afin den évaluer les taux de consommation et de 
production. Pour calculer les flux, la méthode suivante est proposée dans la 
Iittdrature. 
1.4.1 Méthodes mathématiques 
Si on effedue un bilan autour des cellules du bioréacteur, on a : 
où n: nombre de métabolites impliqués, m: nombre de réactions biochimiques 
impliquées, S : matrice de la concentration des métabolites intracelidaires (n X 
1); K : matrice stœchiométrique (n X m); F : matrice des flux métaboliques (m X 
1); D: variation du volume des cellules; Q-P: matrice des taux de 
consommation et de production (n X 1). 
Si on suppose que la concentration des métabolites ne varie pas à i'intérieur des 
cellules, et que la variation du volume de la cellule est faible par rapport aux taux 
de réaction. On a : 
Si on exprime en taux spécifiques on a : 
1.4.2 A Ia recherche de contraintes. 
Le problème avec le calcul de flux métaboliques est la présence de voies 
métaboliques cycliques, qui rendent le système d'équation sous-déterminé, dès 
lors on privilégie souvent l'approche du carbone marqué. M d  et Keller (2992) 
ont comparé les deux approches de calcul ci-haut mentio~ées. Ils ont observé 
des différences notables entre les deux méthodes. Pour les bilans de matières, ils 
ont utilisé des bilans séparés pour le NADH et NADPH car ils ne considèrent pas 
la réaction de transhydrogénation entre le NADPH et le NADH. ns observent 
une grande différence, jusqu'à 2 fois, entre les mesures avec carbone marqué et 
celles avec bilans de matière. Il est donc avantageux d'utiliser l'estimation de flux 
par carbone 13, cependant le système est surdéterminé et ne peut se résoudre 
analytiquement. Bonarius et col. (1997) ont également comparé différentes 
approches de calcul. Leur système d'équations contient 18 flux et il est possible 
de visualiser l'espace de solutions en posant les conditions limites suivantes sur 
les flux qui ne sont pas réversibles tels la voie du pentose phosphate, le pyruvate 
décarboxylase (pyruvate vers acétyl-CoA) ainsi que le p p v a t e  carboxylase 
(pyruvate vers oxaloacétate). 
Ceci a pour effet de réduire le système à deux singuiarités. En ajoutant des bilans 
sur VAT' et le NAD(P)H on peut résoudre le système d'équation. Ils stipulent 
que L'ajout d'un bilan sur I'ATP produit et c01lsommé peut améliorer 
O l'observation du système d'équations Cependant il s'agit toujours d'une 
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approximation puisque l'hergie pour la maintenance et le rapport P/O ne 
peuvent être que sommairement estimés. En ce qui concerne le NADPH, on 
constate avec I'analyse du carbone marqué que plus de 65% de ce métabolite 
passe par la voie d'oxydation phosphorylative. Bonarius et col. (1997) prgèrent 
utiliser l'optimisation linéaire en maximisant l'ATP et en minimisant la 
production de NADH. Ils trouvent des solutions à peu près équivalentes à 
l'analyse de flux par carbone marqué. Savineii and Palsson (1992) préfèrent 
minimiser la production de NADH ainsi que celle de I'ATP. Dans un article 
précédent, Bonarius et col. (1996) utilisent le CG, le NH3 et le NAD(P)H comme 
seuls cométabolites utilisables pour l'estimation de flux. Afin d'estimer 
convenablement les flux, il faut coupler Ie bilan de NADH a la mesure de l'OUR, 
afin de connaître plus exactement la quantite d'ATP produit- 
En résumé, afin que le modèle soit observable, on peut donc utiliser la mesure de 
certains cofacteurs: le CO7, qui ne permet pas cependant d'augmenter le rang de 
la matrice, l'ATP, mais il faut connaître le rapport P/O, finalement, on peut 
utiliser un bilan de masse sur le NADH et NADPH couplés ensemble afin 
d'éviter le problème de la transhydrogénation. figalement les réactions 
irréversibles peuvent servir de contrainte et on peut aussi choisir de m;uamiser le 
NADH, minimiser l'ATP ou la somme des carrés des flm, quoique ces solutions 
O restent des solutions optimales (&,-US et col., 1997). 
Xie and Wang (1996) ont effectué un bilan de matière, en simplifiant le 
métabolisme cellulaire en 26 flux principaux. A L'aide de données expérimentales 
et des hypothèses suivantes, ils ont réussi à résoudre ce système: 
Les acides aminés sont utilisés pour la formation de protéines seulement car 
ils contribuent peu à fournir de l'énergie, excepté pour la glutamine; 
O Le flux du glycérol-%phosphate vers la formation de lipides est omis puisque 
celui-ci contribue peu par rapport aux acides gras dérivés de l'acétyl-CoA; 
O Ils ont regroupé ensemble toutes les voies possibles de la conversion de 
I'oxaloacétate vers le pyruvate en un seul flux; 
ils considèrent également, qu'il y a juste assez de NADPH produit pour les 
besoins de ia cellule et ne considèrent pas les réactions de 
tramhydrogénation. 
Les résultats démontrent que seul l'isoleucine, la leucine et la lysine pourraient 
contribuer à fournir de L'énergie à la cellule. ils montrent également que le 
glutamate subit surtout une tramamination, comme déjà d&t par d'autres 
auteurs. De plus, un surplus de giutamine dans le milieu stimule la ceiiule ii 
former des acides aminés non-essentiels (NEAA). Une stratégie d'alimentation 
effective serait donc d'alimenter plus de NEAA afin de réduire la demande en 
glutamine et la production d'ammoniac. Xie and Wang (1996) confirment 
d'autres résuitats observés précédemment, soit que 3-8% du glucose se retrouve 
dans la voie du pentose phosphate, 7-10% pour la production d'alanine et de 
sérine et de 60-82% pour la production de lactate et la production d'énergie. La 
production d'énergie via le cycle de Krebs est maximisée en présence d'une faible 
concentration de glucose, puisque dans ces conditions, une plus forte proportion 
de glucose passe dans cette voie. 
Ils ont terminé leur étude par un artide utilisant un bilan d'énergie. Ils ont pu 
ainsi déterminer la quantité d' ATP produit. L'ATP provient principalement du 
cycle de Krebs via la phosphorylation oxydative. Également une importante 
fraction est produite par la glycolyse surtout en mode cuvée où il y a une 
importante production de lactate. Dès lors, L'OUR ne serait pas le paramètre 
adéquat pour l'estimation de la aoissance, puisque l'OUR est un paramètre de la 
production de I'ATP à partir du NADH et que dans des conditions de hauts taux 
de glycolyse, beaucoup d'ATP est produit directement et pourra aussi servir. 
Lors de la construction du modèle, il faut faire attention à plusieurs choses. 
Comme le proposent Vanrolleghem et Heijjen (1998) à partir de plusieurs 
modèles plausiibles, on doit s'assurer que celui-ci n'est pas singulier i.e- qu'il est 
possible de calculer tous les flux, on doit ensuite mesurer les paramètres 
inconnus tels coefficients staxhiométriques et rendements énergétiques s'il y a 
lieu et vérifier que les réactions irréversibles donnent des résultats qui vont dans 
le bon sens au point de vue thermodynamique. Ii est toujours préférable par la 
suite de vérüïer avec d'autres donnb,  le modèle ainsi évalué. 
En résumé, en combinant des modèles structurés du métabolisme cellulaire avec 
des bilans de masse et d'énergie, on arrive facilement à caractériser les 
principaux fîux du métabolisme. On peut obtenir également des informations 
supplémentaires en procédant à des analyses au carbone marqué. Dernièrement 
Takiguchi et col. (1997) ont utilisé un modèle simplifié qu'ils ont pu utiliser en 
temps réel afin de voir la production de lysine, simplement avec quatre mesures 
soit le nombre de cellules, le glucose, l'oxygène et le dioxyde de carbone. 
1.5 Évaluation du modèle 
1.5.1 Rang de la matrice stœchiométrique. 
Le rang d'une matrice (k) donne une mesure du nombre d'équations 
redondantes par k-m où m est le nombre d'équations du système. Un nombre k- 
m positif d M t  le système comme redondant et k-m négatif définit le système 
comme sous-déterminé, tous les flux ne pourront être calculés. van der Heijden 
et col. (1994) définissent une matrice redondante lorsque deux taux ou plus 
pourront être balancés indépendamment. Un système déterminé signifie que 
tous les flux pourront être calculés, tandis que sous-déterminé signifie qu'au 
moins un flux ne pourra pas être c d d .  Un système peut être à la fois 
redondant et sous-déterminé. 
1.5.2 Conditionnement de la matrice. 
Le conditionnement de la matrice donne une idée de la propagation de l'erreur 
lorsqu'on mesure les taux de consommation ou de production. Un 
conditionnement inférieur à 100 signifie habituellement que la matrice est bien 
conditionnée (Zupke et Stephanopoulos (1995) et Bonarius et col. (1997)). On 
utilise habituellement le nombre de conditionnernent 2-norme. Il représente la 
somme de toutes les erreurs normalisées su. la somme de tous les flux. Le 
nombre de conditionnement donne une idée de l'erreur maximale qu'on peut 
obtenir dans un système d'équations linéaires (Savineli and Palsson, 1992). 
Également, la même étude montre que l'erreur était généralement de l'ordre de 
1/4 à 1/10 plus petite que ceiie exprimée par le conditionnement. 
1.5.3 Réconciliation et rectification de l'errew sur les mesures de taux. 
Afin de cemer les sources d'erreurs, trois choix s'offrent donc à nous (Romagnoli 
and Stephanopoulos, 1981) : 
Faire une analyse théorique de tous les effets sur les mesures (analyse de 
sensibilité) ; 
Faire les mesures avec différentes méthodes comportant différentes 
précisions ; 
Utiliser un test statistique à l'aide d'équations redondantes du système. 
Par test statistique nous signifions celui qui a été développé par Wang and 
Stephanopouios (1983). Ils se servent des bilans sur le carbone, l'hydrogène, 
l'oxygène et l'azote. Il est aussi possible d'utiliser tes équations redondantes du 
système (Nyberg et col., 1999). On a : 
x : matrice des taux de consommation et de production mesurés (dimension 
A : matrice de la composition démentaire de chacun des composants du modèle 
(dimension nXm). 
x ::vraie valeur; - 
x : valeur mesurée; 
6 :erreur, suit une distribution normaleavec : 
~[6] = 0. 
E[SS']= p; soit la matrice diagonale de la eovuiance; 
- 
E = A8 = -Ax, soit le résidu 
E[E] = AE[~] = Q , = EE.~]= A ~ P  
En ghérai, on suppose que q est une matrice diagonale puisqu'il n'y a pas de 
corrélation entre les différentes meswes. En réalité, il peut y en avoir, lorsqu'un 
utilise une méthode d'HPI,C pour les acidcs aminés où toutes les mesures 
d'aades aminés seront corrélks entre des. La matrice de la covariance des 
résidus, @, n'est pas diagonale puisque les résidus sont corrélés entre eux par les 
équations du modèle métabolique. 
En minimisant l'erreur sur le système on arrive à une estimation de c e l i e d  : 
P et 8 représente les valeurs estimés proche des vraies valeurs. 
Avant de procéder à la rectification des mesures, il faut s'assurer que les mesures 
ne contiennent pas d'erreurs grossières. Comme première approximation on 
utilise le critère suivant : 
h = E ~ @ - ' E  qui suit une distribution x2 avec m degrés de libert6. 
Cependant 4 doit être une matrice diagonale. Or ce n'est habituellement pas le 
cas et le critère suivant s'avérera plus exact : 
h = tfTq-'6^ qui suit une distribution n2 avec nt d e  de Liberté. 
Dans ce cas le nombre de degrés de Liberté est m et non n puisque les valeurs 
estimées ne sont pas toutes indépendantes entre elles. 
Pour un système à deux équations (mesure de C et N, par exemple) et un 
intervalle de confiance de 90%, h doit être plus petit ou égal à 4.61. 
Il existe plusieurs types d'erreurs selon van der Heijden et col. (1994) : 
i, Erreur dans la mesure d'un ou plusieurs taux: Afin de cerner ce type 
d'erreur, on peut enlever une ou plusieurs mesures et recalculer h à chaque 
fois afin de voir si le critère h diminue. - Erreur dans le modèle : un composé n'est pas inclut ainsi que sa voie 
biochimique ou sa composition en carbone, hydrogène, oxygène ou azote est 
mal évaluée ; 
Les variances sont trop faiiles, ou le test statistique est trop sensible. 
Bonarius et col. (1998) ont utilisé cette méthode afin de cerner les erreurs 
grossières. Ils ont utilisé les bilans de matière sur le carbone et Yazote. ils ont 
utilisé la méthode suivante : 
1. Calcul de E ; 
2 Évaluation de 9, la matrice de variancecovariance des mesures. 
3. Calcul de h(~). 
Ils ont pu ainsi évaiuer certaines lacunes du modèle notamment au niveau des 
équations biochimiques concernant la produdion d'ammoniac. 
1.6 Évaluation du qCOz 
Le COz est un cométabolite important dans la culture de cellules animales. 
Comme il ajoute un degré de liberté au système et permet d'en améliorer 
l'observation. Il sera d'ailleurs utilisé pour vérifier la validité du modèle proposé. 
Cependant, il est difficile à mesurer dans les milieux tamponnés au bicarbonate. 
La méthode suivante est donc proposée afin de faire ces mesures. 
Bilan sur le CO2 dans la phase iiquide: 
dC,, 
VL = k ,CGa(~é4  -Ccq )VL + Xr4C4VL -',Cc4 + k-,CHco, CH* 
V,: Volume du liquide 
Cc%: Concentration du CO, dans la phase liquide 
C& : Concentration du CO, dans le film 
kLcGa: Taux de tawfea dans le liquide = 0,889 kLRa 
X,qch:CER (Carbon evolution rate) 
-- k1 - K: Constante de dissociation du  H,CO, 
h 
Aux pH d'opération, le H2CQ est présent sous forme d4shydraté soit H20 e 
CO2. &aiement, le HCOi ne se décompose pratiquement pas en ZF et c03-. 
C'est pourquoi on ne consid&e que cette partie de l'équilibre du bicarbonate 
dans l'évaluation du CER. Lorsque le pH varie peu, on peut dire que l'équilibre 
est rapidement atteint concernant Ia dissociation du &CO3. Dès Iors : 
Bilan sur la phase gazeuse : 
x& : fraction molaire de CC$ à rentrée 
xc4 : fraction molaire de CO, dans le gaz 
Vg : volume du gaz 
F, : debit volumique de gaz 
En combinant les deux bilans : 
Une bonne approximation est donc : 
Gray et col. (1996) et Nyberg et col. (1999) utilisent cette approximation, quoique 
leur culture soit en continu. Ils ajoutent alors un terme pour le CO2 qui entre avec 
le milieu frais et le C G  qui sort avec le milieu use. Une étude sur la variation du 
CO2 dissous en milieu tamponné avec le bicarbonate, permettra de valider 
i'hypothèse utilisée ci-haut. 
CHAPITRE II : RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES 
2.1 Méthodologie 
Dans cette section, on rapporte les méthodes qui ont été utilisées afin de générer 
les résultats préliminaires. Ces résultats ont permis de vérifier l'hypothèse de 
régime pseudo-stationnaire, d'évaluer la composition de la cellule en lipides, 
carbohydrates, protéines et acides aminés et de valider la méthode de calcul 
concernant la production spécifique de CO*. 
2.1.1 Celiules et milieu. 
Afin d'évaluer l'hypothèse de régime pseudo-stationnaire, on utilise la cellule 
293 de deuxième génération (LW). Cette cellule exprime en continu les régions 
ElA, E1B et les ORF 6 et 7 de la région E4 de l'adénovirus de type 5 et permet 
ainsi la réplication et l'amplification d'un virus délété des régions El, E3 et E4. Le 
clone utilisé est plus précisément la 293-5646-5.19 et a été préalablement adapté à 
la culture en suspension. 
Pour les passages on utilise le milieu McC1ureO5, soit un mélange 3 :1 de milieu 
F12 :DMEM. Le glucose est à 3 g/1 et il ne contient pas de glutamine. De plus il 
est tamponné avec 3,7 g/l de NaHC03. On y ajoute 23% de sérum de veau y 
irradié (Sigma réf. C-5155) et des antibiotiques, soit de la puromycine (1 pg/ml) 
et de la tétracycline (5 pg/l). La quantité de glutamine ajoutée est normalement 
de 2 mM. 
Pour la composition de la cellule, en plus de la cellule décrite précédemment, on 
utilise également une cellule de première génération, soit la 293SF. Cette cellule 
exprime en continu les protéines E1A et ElB de l'adénovirus de type 5. Elle a été 
adaptée à la culture en milieu sans sérum à partir de la 293s. Le done utilise est 
le 293SF-3F6. 
Pour les passages, on utilise le LC-SFM préparé à partir du H-SFM (Gbco, Grand 
Island, NY) et 0,1% (vlv) de lipides (Giko), 0,1% (v/v) BSA (intergen Company, 
Purchase, NY) et 0,1% (v/v) Pluronic Fa8  (Giko). 
2.12 Dosages des métabolites intracellulaires. 
a Récolte d'environ 1x107 cellules dans tube de 1.5ml (Eppendorf) ; 
0 Centrifugation à 14 000 tours pendant 1 min.; 
Rinçage 2x au PBS glacial (40C); 
Congélation du culot dans la glace carbonique; 
Congélation à -800C ; 
2.1.3 Préparation de l'échantillon pour analyse des acides aminés 
Décongélation sur glace ; 
Ajout de 0,5 ml à 1 ml d'acide perchlorique glacial 0,5 M ; 
i Vortexer et laisser agir 5 minutes sur glace ; 
O Analyse au laboratoire sur une colonne de type Beckman. 
2.1.4 Préparation des échantillons pour analyses de l'ammoniac, du lactate et 
du glucose. 
Préparation des culots comme a-haut mais avec 5x107 ceiiules ; 
Décongélation; 
0 Ajout de 0.4 ml d'acide perchlorique glacial 1M ; 
8 Vortexer immédiatement et laisser agir 5 minutes; 
Ajout de 0.125 ml de IGCa 2M ; 
Ajout de 0.05 ml de TEA 0.5M/EDTA 5mM pH 7.6 ; 
a Filtration de l'échantillon, 0,2 pm ou centrifugation ; 
0 Analyse avec Biolyzer (Kodak). 
2.1.5 Analyse de l'ADN et de I'ARN 
Récolte d'environ 2 à 5x106 cellules dans tube de 10 ml (Eppendorf) ; 
Centrifugation ; 
Rinqage 2 fois au PBS glacial ; 
Congélation à -80 si désiré ; 
Ajout d'une solution tris/EDTA (20 mM tris/lO mM EDTA) : 250 @ à 1ûOû @; 
Répartition de 250 @ dans des tubes eppendorfs de 2 ml; 
Lyse 0,5% S E  final (solution stock à 10 %) :12,5 pl; 
Incuber 10 min. à 20-37 degrés; 
Ajout de RNAse (Transgène) s'il y a lieu à 2 mg/ml final (solution stock à 10 
mg/ml) : 65 @; 
Ajout de protéhase K (Transgène) à 2mg/ml final (solution stock à 50 
m g / 4  : 123 @ ; 
Incuber à 370C de quelques heures à une nuit ; 
Précipitation à l'éthanol 100% 2 vol. :O35 ml avec 0,2 M NaCl final (solution 
stock à 2 mM) : 90 pl; 
Centrifugation à 16 000 rpm pendant 20 min. ; 
Laver de 2-3 fois avec 1 m l  d'éthanol glacial et après chaque lavage, 
centrihiger 5 min.; 
Laisser sécher le culot complètement ; 
0 Resuspendre dans du TEA (0.5 à Id); 
La vaisselle doit être laissée 2hres à 2000C ou dans l'eau/DEPC. La vaisselle 
neuve est considérée sans RNAse. 
La lemire se fait à 260 nm avec un rapport 260/280 de 1.85. A 300 nm la ligne 
doit être à O sinon il y a encore des protéines. Le tube contenant la RNAse sert à 
mesurer l'ADN total tandis que dans l'autre, on dose l'ADN et l'ARN ensemble. 
Par soustraction, on obtient la concentration d'MN. 
21.6 Autre methode d'analyse de l'ADN 
Cette autre mGthode, avec colorant fluorescent, a été utilisée pour l'analyse de 
l'ADN dans la 293SF car d e  semble donner plus de précisions que la méthode 
preC6dente : 
Préparation d'un tampon de citrate de sodium (SC 20X) avec 175,3 g/l de 
NaCl et 88'2 g/L de citrate de trisodium. Le pH est ajusté à 7.0 ; 
1x10~ cellules sont lys& dans le tampon ÇÇC 1X/0,4% v/v pour 10 min. à 
37°C ; 
e Sm1 de SSC 1X est ajouté et les h t i i i o n s  sont soniqués légèrement ; 
i 10 @ des tkhantillons sont ajoutés en tripliquat dans une plaque 96 puits, avec 
90 pl de SSC 1X et 100 pl de Hoescht 33258 1 m g / d  ; 
r La plaque est lue dans un fluoromèhe à 360 nm en absorbance et 460 nm 
d'émission ; 
La courbeétalon est faite à partir d'une solution-mère d'ADN (Sigma) à 1 
m g / d  chée  de 50 A 3.12 pg/ml. 10 pi d'un échantillon est ajouté au 
standard afin de recréer les mêmes conditions que dans l'échantillon. 
21.7 Analyse du poids sec. 
Récolte de lxlOe cell./ml dans un tube de 50 ml ; 
Centri€uger; 
Laver deux fois au PBS glacial et transf6rer dans un tube Eppendorf pré-ped 
de 13 ml; 
La densité cellulaire doit être estimée avec au moins trois échantillons; 
a Faire sécher à lOOoC jusqu'à un poids constant. 
21.8 Analyse des protéines totales. 
Pour la cellule 293 5-195, nous avons utilw la méthode suivante: 
Récolte de lxl@ ceii. dans un tube Eppendorf de 13 ml ; 
Ajout de 0,5 ml de tampon de lyse à 4 degrés pendant 40 min.; 
O,5% Triton X-100 ; 
ImMEDTA; 
0,Z mM phénylméthylsulfonylnuoride (PMÇF) ; 
Dilution 1/2 ,1/4,1/8,1/16 dans eau inilliQ; 
Utiiisation du kit micro-EtCA en % puits : 
Préparation de Ia gamme à pairtir du standard de protéines a 2 mg/ml 
Dilution 2 en 2,8 fois (2 m g / d  à 0.0078 mg/ml) 
a Mettre 100 pl par puits, 2 fois pour chaque échantillon et chaque 
standard 
a Mettre 100 pl de réactif (50 :48 2 des solutiorts A, B et C du kit) 
a Laisser incuber de 2 à 4 heures à 37C 
0 Faire la lecture à'absorbance 550 nm. 
Pour la cellule 293SF, la procédure suivante a été utilisée: 
a Récolte de 1x106 cell. dans un tube Eppendorf de 15 ml ; 
Ajout de 0,5 ml de tampon de lyse à 4 degrés pendant 40 min.; 
0,5% Triton X-100 ; 
ImMEDTA; 
Utilisation du kit BCA en 96 puits : 
Préparation de la gamme à partir du standard de protéines à 2 mg/ml 
de 1,2 mg/rnl à O m g / d  
Mettre 20 pi par puits, 2 fois pour chaque échantillon et chaque 
standard 
Mettre 180 pl de réactif (50 : 1 des solutions A et B du kit) 
Laisser incuber 30 min, à 37OC 
Faire la lechue à'absorbance à 540 nm. 
2.1.9 Analyse des carbohydrates totaux. 
Cette méthode a été adaptée à partir de Xie and Wang (1994). 
Récolte de lx107 cell. dans un tube à centrifuger de 15 ml ; 
Ajout de 0,5 ml de tampon de lyse (cf. protéines totales) à 4 degrés pendant 40 
min. ; 
Mettre dans un cylindre gradué de 50 ml ; 
Rincer le tube à centrifuger avec un autre 0,5 ml de t m p n  de lyse; 
Mettre avec le reste du liquide ; 
Ajouter 1 ml de solution de phénol satur& (AMRESCO réf. 0945-100ml) ; 
Ajouter 5 ml d'acide sulphurique concentré et mélanger rapidement ; 
Laisser incuber 30 min. 
Préparer une série de standards de glucose et utiliser les mêmes étapes de 
préparation (10,25,50,100 et 12û vg/ml) ; 
Mesurer i'absorbance à QSS nrn. 
2.1.10 Analyse des lipides totaux. 
Cette méthode a été adaptée à partir de Xie and Wang (1994) 
Récolte de 3xlO8 ceil. lavées 2 fois au PBS ; 
Ajout de O,S ml d'eau milli-Q ; 
Ajout de 10 ml de méthanol (SDS réf. 0930516) en deux fois (faire attention 
pour ne pas mouiller les parois, il vaut mieux pipetter) ; 
Transfert dans un cylindre gradué de 50 ml ; 
Ajout de 20 ml de chloroforme ; 
Extraction pendant 40 min. ; 
Filtré à 0,8 miaon (Whatrnan no. 1) ; 
Le filtre est lavé avec 5 ml de méthanol et 10 ml de chioroforme ; 
Ajout de 8 ml de NaCl 0,9% aq. au filtrat ; 
On enlève la phase supérieure (m6thanol et eau) ; 
On ajoute 13 ml de chloroforme/rnéthanol/NaCl0,9% aq. (3 :48 :47) ; 
On enlève la phase supérieure ; 
On répète ces deux dernières étapes ; 
La phase inférieure contient les lipides et est séchée sous hotte chimique 24 
heures et plus ou jusqu'à obtention d'un poids stable. 
21.11 Analyse de la composition en acides aminés. 
Récolte de 1xlW cd .  lavées 2 fois au PBS ; 
Hydrolyse dans HC12M 24 heures à 100 degrés ; 
Séchage préalable du culot sous vide; 
Analyse identique aux acides aminés ; 
Lors de l'hydrolyse acide, la glutamine et l'asparagine sont convertie en 
aspartate et glutamate respectivement. Dès lors, on assume une séparation de 
ces composés basés sur le pourcentage qu'on retrouve dans la littérature 
(Voet and Voet, 1990; Xie and Wang, 1994). 
2.2 Hypothèse de Régime Pseudo-Stationnaire (PSS) 
L'hypothèse de régime pseudo-stationnaire est utilide dans le caicul des flux 
métaboliques. Cette hypothèse est t h  importante pubqu'elle facilite 
grandement les calculs, évitant d'avoir à mesurer les variations internes des 
métabolites. Dans beaucoup de travaux, les calculs de flux métaboliques se font 
dans des conditions de chemostat, offrant ainsi à la cellule un milieu stable, 
favorisant ainsi l'hypothèse de PSS. Dans notre cas, comme les cellules sont 
infectées en transitoire, il est impossi'ble de travailler en chemostat et il s'agit 
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plutôt d'une cuvée alimentée. ii est alors d'autant plus important de vérifier cette 
hypothèse. 
Certaines études (Eagle et col., 1961) sur les concentrations d'acides aminés 
intracellulaires démontrent que celles-ci ne changent pas tellement dans le temps 
car la cellule essaie de conserver une certaine homéostasie. 11 semble cependant 
que la concentration intracelidaire joue un rôle sur la croissance cellulaire. En 
effet, Eagle et col. (1961) démontre que la croissance cellulaire passe de 10% a 
8O0/0 du taux de croissance maximum lorsque la concentration intracellulaire de 
certains acides aminés varie de 0,005 à 0,05 mM, tandis que pour une autre lignée 
cellulaire la concentration passe de 0,03 à 0,15 mM. De la même manière, Hansen 
et Emborg (1994) ainsi que Schmid et Keller (1992) rapportent des concentrations 
intraceliulaires pour différentes conditions de culture, les concentrations 
intracelidaires changent mais de hqon peu significative. 
En effet, lors du calcul des flux métaboliques, les variations intracdulaires ne 
semblent pas affecter les calculs comme le démontre le tableau 21. ûans la 
première colonne, on y récapitule les concentrations d'acides aminés mesut.ees 
par Schmid and Keller (1992). Dans les deuxième et troisième colonnes sont 
rapportées ce qui a ét6 mesuré dans cette étude. Plusieurs mesures ont ét6 faites à 
72 heures d'intervalle, Par la suite on a calcul6 le taux de variation spécifique par 
rapport au milieu extradulaire en considérant qu'une cellule possède un 
volume de l'ordre de 17,7x10-'~ mi (Schmid and Keller, 1992). Dans la dernière 
colonne sont rapportés Ies taux de prduction et de consommation (q et p) 
observés en pleine phase de croissance pour les mêmes cellules. 
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Tableau 21 Concentration intracdulaire et taux de variations intracellulaires. 
En comparant q et p aux taux spécifiques externes dus à une variation interne, on 
voit que cette variation est beaucoup plus faille que les taux de consommation, 
beaucoup moins que 1%. D'après ces calculs, on peut stipuler que l'hypothèse de 
régime pseudo-stationnaire est adéquate. Dans certains cas extrêmes cependant, 
lorsque la cellule augmente beaucoup de volume, comme pendant la période 
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d'infection par exemple, les variations internes des concentrations pourraient 
doubler, mais même dans ce cas ces variations restent très faibles par rapport aux 
variations externes. (Zupke and Stephanopoulos, 1995) rapportent par ailleurs 
qu'une variation inférieure A 10 mM par heure est adéquate pour poser 
l'hypothèse de i.é@e pseudo-stationnaire. 
2.3 Composition de la cellule. 
Dans le tableau 2.2 sont répertoriées les données de poids sec, de protéines 
totales et d'ADN. On possède également quelques données sur les contenus en 
lipides totaux, carbohydrates totaux et ARN. La dernière colonne rapporte des 
données de la littérature (Xie and Wang, 1994). Les données compilées ici sont en 
fait des moyennes d'échantiuons pris pendant la phase de croissance (2 à 3 
échantillons). Il semblerait que le poids sec tend cependant à augmenter 
légèrement au cours de la croissance tandis que les protéines totales et l'ADN 
restent à peu près constants. Cependant on ne peut rien affirmer à ce stade car 
l'erreur sur le poids sec peut être assez grande à cause d'une erreur de la 
numération cellulaire variant de 5 à 10%. 
En général, nos données sont consistantes avec ce que l'on trouve dans la 
littératuree Dans notre cas, on peut affirmer que la concentration de protéines 
totales se trouve autour de 60% pour la cellule 293, tandis que la concentration en 
ADN varie de 1% à 5%. Il est à noter que les méthodes d'analyse de l'ADN et de 
l'ARN pour la 5-195 et pour la 293SF ne sont pas les mêmes. Il est à remarquer 
que dans certains cas, la somme de nos composants donne un résultat plus élevé 
que 100%, en effet les valeurs mesurées peuvent être affectées par certaines 
erreurs expérimentales, comme discuté plus haut pour le poids sec. 
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F i w e  2.1 Evoiution de l'ADN et des protéines totales au cours de l'infection. Inf 
B : Infection en mode cuvtk; Inf FE! : infection avec alimentation continue de 
nutriments. 
On voit très clairement qu'au cours de l'infection le pourcentage de protéines 
change ainsi que le pourcentage d'ADN. On obtient un maximum autour de 36 
heures, ce temps correspond habitueilement au titre viral maximal. En fait, on a +à 
la fois le poids sec, Ies protéines totales et YADN qui augmentent dans la cellule. 
Les protéines totales augmentent jusqu'h 90% du poids sec. Ce sont donc les 
prothes totales qui augmentent le plus dans la cellule. Ii s'agit probablement de 
protéines virales. Il faut tenir compte de ces variations dans le modèle, 
importantes pou le calcul des flux métaboliques durant i'infection. 
Le tableau 2,3 suivant montre le pourcentage massique de chacun des acides 
anninés contenus dans les protéines. Cette mesure est obtenue en effectuant 
l'hydrolyse des protéines sur les acides aminés. La glutamine est degradée lors 
de l'hydrolyse en glutamate et Sasparagine en aspartate. C'est pourquoi on 
prend une distribution 50/M entre gh/glu et asplam. Les deux premières 
colonnes montrent la composition de la 293SF, ces mesures ont été prises lors de 
deux expérimentations distinctes (Pm et PU). La troisième représente la 
composition de la 293 5-19s et les deux derniW colonnes montrent des résultats 
de la üttérature (Voet et Voet, 1990; Xie et Wang, 1994) . 
Tableau 2.3 composition massique en acides aminés. 
Les pourcentages sont les moyennes sur plusieurs jours. En effet, nous 
n'observons pas de variations de la composition sur plusieurs jours et m b e  
pendant la phase d'infection (&ultats non-montrés). Les resultats exprimés sont 
consistants avec la littérature (dernière colonne). On observe une certaine 
variabilité d'une mesure à l'autre attriiuable aux conditions de culture, à la 
composition du milieu, à la nature de la d u l e  et surtout au volume cellulaire 
qui varie au cours de la culhue. Ces données pourront donc être incorporéeç 
dans la matrice des coefficients stœchiométriques. 
Il est intéressant de comparer ces résultats avec la composition de l'albumine 
bovine, protéine servant à faire la courbe étalon pour le dosage des protéines 
totaies. En effet, le dosage des protéines totales est basé sur l'oxydation des 
acides aminés aromatiques contenus dans les prot4ines, majoritairement la 
tyrosine et le tryptophane. Dès lors ces acides aminés peuvent interférer dans la 
mesure, d'une part par leur composition différente dans les protéines totales par 
rapport à l'albumine bovine. Le pourcentage total tyr+trp dans le BSA est de 4 
tandis que dans les protéines cellulaires, il est de 3,4. Ceci peut engendrer une 
erreur de 15% sur les protéines totales. On pourrait également penser que les 
acides aminés intraceiiulaires peuvent interférer dans la mesure de la 
composition en acides aminés de la cellule. Par exemple, la tyrosine ayant une 
concentration interne de 0,78 mM, conhibue à une quantité de 0.2 pg aux 
protéines totales, ce qui est vraiment négligeable. 
2.4 Variation du CO* dissous. 
Afin de vérifier l'hypothèse suivante, qui est utilisée pour i'évaluation de la 
production de Ca dans les cultures de cellules animales tamponnées au 
bicarbonate 
on procéde à une étude sur la variation du CQ dissous, En simplifiant i'équation 
précédente, on obtient : 
Le tableau 2.4 suivant montre la variation de la concentration de COa dans le 
milieu. A h  de simuler le milieu de culhue, on a utilisé de l'eau contenant 2.45 
g/l de NaHC03 avec un pH de départ de 6.88, conditions retrouvées pour le 
milieu de culture LC-SFM. L'analyse de désoption s'est faite avec un débit d'air 
de 3ûû mlhin, "/a de 21 et un % de Ca variant de O à 10%. Il ne faut pas 
oublier (voir la section 1.6) que i'évaluation de la variation de CO2 est valable à 
pH constant puisque dans ces conditions i'équiliire chimique du bicarbonate ne 
change pas à fraction molaire de C a  constante. On remarque qu'une valeur 
négative s i m e  qu'il y a absorption de CO2 dans le milieu. 
Tableau 2.4 Absorption du CO2 
1°hc02 (~bsorption b~ 1 
On voit que l'absorption du CO2 est plus élevée à 5% de C G  qu'à 1 O%, quoique 
la différence soit peu significative. Tandis qu'à faible concentration de Ca 
l'absorption est très faible. Il faut donc vérifier que ces valeurs sont plus faibles 
que les mêmes valeurs obtenues en conditions de culture. Ces valeurs 
représentent de 1 à 10 % des valeurs mesurées pendant une fermentation. Dans 
certains cas, il peut être délicat de négliger ce terme, mais comme on le verra lors 
de l'analyse de sensiiilité, l'erreur sur les flux engendrées par une erreur sur la 
mesure du COz est très h i l e  et cette mesure n'a pas besoin d'une très grande 
précision. 
3.1 Élaboration du modèle. 
3.1.1 Principales voies métaboliques 
La liste ci-dessous présente les réactions biochimiques détaillées du métabolisme 
des cellules animales. Dans certains cas la réaction inverse n'est pas toujours 
identique à la réaction directe. Dans la mahice des coeffiaents stœchiométrique, 
on utilise toujours les réactions directes. 
Tableau 2.5 Liste des réactions biochimiques. 
FI, GLC + ATP * FRUC 6P 
FI, FRUCT 6 P  + A T .  2GAP 
FI, GAP - PEP +ATP + NAOH + H i  
FI, PEP =, PYR + ATP 
F, PYR+NADH + H ' w i A C  
F, PYR+CoA ACCoA +NADH +CO,+H+ 
F4 PYR +GLU e A U  +a- KETO 
F, GLU a - KETO + NADH + NH, 
F6 OX.+GLU A S P + a - ! E T 0  
F, GAP + GL CI => SER + a - K E T û  + NADH 
F, GLN t H,O GLU + NH,' OU GLU +NH,+ +ATP =? CM 
F, 2GLN +gASP+RIBSP+XGLY t 6 g A T P  + % N U P H  
ADN I ARN + NADH + FUM + 2GLU 
Moyenne de (Zubay, Voet & Voet) : 
RIBSP + SATP + 2GW + GLY + ASP + COz I M P  + 2GLU + FUM 
IMP +ASP +3ATP * ATP + FUM 
IMP + GLN + 3ATP a GTP +GLU + NADH 
RIBSP+SATP +GLN +ASP * VTP +C02+GLU +NADH 
RIBSP + 6ATP + 2CLN + ASP CTP + CO2 + 2GLU + NADH 
Ribonucleo ride + NADPH a Deoxyn'bon ucleotide 
dUMP + NADPH 3 aInIP 
FI,, MAL PYR +CO, + NADPH + H' 
FI,, OX4 +ATP PEP +CO,+H'  
F,,, PYR+ATP+CO,* OXA+H*  
FI, ASP + GLN + ATP W ASN +GLU OU ASP * ASP + NH ,' 
FI, GLU + ATP + 2NADPH + 2H' PRO ou PRO * GLU + FADH , + NADH 
F,, SER e GLY 
FI,, GLC6P+ATP * XRibSP+KXuSP+ZNADPH + H + + C O ,  
F,,, RSP +2Xu5P s? 2F6P+GAP 
FI, GLN - ACIDE CARBOXYLlQ UE PYRROWDON E + N H ,  
FI, 2x(9CIT + 17ATP +9CoA +MNADPH ) * AcOLE +180XA 
vient de : 
9CiT +9CoA +9ATP - 9AcCoA i 9 0 X A  
2x(9AcCoA + 8ATP + 16 NADPH ) + AcOLE + 180XA 
F,, SER* PYR+NH3 
F,,, THR * GLY + Ac-CoA 
F,,, THR 3 CO, + 2NADH + 2H' + FADH, + NH, + PYR 
F,,, THR + ATP =, SUCCoA + NADH + H' + NH, 
F,, GLY e CO, + NH, .t NADH + H' avec THF - methyle 
Fm C E + O  + a - K E T O a  PYR+GLU 
FIOP CYS e 2CTE 
F,, TRP + 3 0 ,  + NADPH =? AL4 t 3C0, + 2ACCoA + NH, + 2NADH + FADH, + H' 
Fa, LYS + 2a - KETO + NADPU a 2ACCoA + 2C0, + 4NADH + 3H' + FADH, + 2GLU 
Fu, LEU +a - KETO + ATP 3 3 ACCoA +GLU +CO2 + NADH + H' + FADH, 
Fa iLE+a-kXTO+ATP=?SUCCoA+ACCoA+C02 +2NADH+2H'+FADH2+GLU 
F,, VAL + a  - KETO + ATP a SUCCoA + 3 NADH + H' + F M ,  + 2C0, + GLU 
F, MET+SER+2ATPsCTE+SUCCoA+NADH+ H' +CO2 +MI,  
F,, PHE + O2 + NADPH + H' TYR 
F, TYR+a-KETO+202 a FClM+2ACCoA+GLW 
F,, ARG + a  - CETO = 2GLU + NADH + H' +urée 
F, HIS GLU + Mi, 
Réaction du cycle de Krebs 
F,, OX4 + ACCoA CIT 
F,, CIT 3 a-CETO+CO, +NADPH +H' 
F,,a - CETO a SUCCoA + NADH + H' + CO, 
F,, SUCCoA a FUM + ATP + FADH, 
F,, FüM e MAI; 
F3 ,U14te0X4+NADH+H+ 
Respiration 
F,, NADH + H' + 05o2 =+ 3 ATP + H20 
Dans ce premier modèle, élaboré dans ce chapitre, nous avons procédé à 
certaines simplifications. Les fiux de glycosylation Fia à Fld sont scindés en une 
réaction. Fiûa à Fioc sont couplés en une seule réaction, ainsi que F J T ~  et Fnb. Pour 
la respiration, on utilise un rapport P/O de 2 (Xie and Wang, 1996). La 
glycosylation est un flux de faible importance par rapport aux autres flux et n'est 
pas incluse. En effet, le pourcentage de carbohydrate dans la cellule est de 
l'ordre de 2 à 3 % (voir la section Composition de la cellule), ce qui fait que le flux 
de glucose vers la formation de carbohydrate est de beaucoup inférieur aux flux 
de glycolyse et donc négligeable. On suppose de plus que Fs=O, puisque selon 
certains auteurs (Bonarius et col., 1996), cette voie est inexistante dans les cellules 
transformées. Fi& et Fi& sont également posés à O. En effet, pour la thréonine, il 
existe plusieurs voies métaboliques possibles et les auteurs ne sont pas tous 
d'accord. Lehninger (1982) ainsi que Voet and Voet (1990) préconise la réaction 
Fi& tandis que Salway (1994) dit qu'il s'agit plutôt de Fiab. On ajoute également 
un bilan sur le NADH/NADPH comme contrainte supplémentaire. 
Il faut considérer certains flux biosynthétiques dans la cellule tel la formation de 
nouvelles protéines (F36), d'ADN et d'MN (F9) et de lipides (F16). En effet, ces 
molécules sont les principales composantes formant une cellule et ces flux sont 
évalués à partir de plusieurs mesures faites sur les cellules et de données tirées 
de la littérature et sont donc incorporées dans la maûice *P. On considère que 
lors de la croissance la composition reste constante. Les résultats sont compilées 
dans la section Compasiiun de la cellule. 
3.1.2 Résolution des flux négatifs 
Ce modèle comporte cependant n certains flux n4gatih. Plusieurs options 
s'offrent à nous pour régler le problème des flux négatifs et ont été essayées afin 
d'améliorer la validité des flux métaboliques. Les principaux résultats sont 
expiicités dans les paragraphes suivants. 
En posant F21=0, soit la dégTadation du tryptophane, on remarque que la 
validite des flux métaboliques est améiiorée. En faitf il est fort probable que le 
flux biosynthétique du tryptophane sera égal à zéro puisque selon certains 
auteurs (Brown, 19%), le tryptophane est surtout utilisé pour la fabrication 
des précurseurs de NAD+ et NADP. 
a Paredes et col. (1998) proposent d'ajouter des flux de comparürnentation 
entre le cytoplasme et la mitochondrie. Mais ces changements à la matrice 
stoechiométriques ne réçolvent pas les problèmes de flux négatifs. La 
compartimentation sera discutée dans le modèle C au chapitre 5. 
0 L'ajout du cycle des pentoses phosphates peut régler le problème de flux 
négatifs. On obtient cependant une matrice très mal conditionnée. C'est 
souvent le cas lorsquJon ajoute une boucle à un modèle. On peut se demander 
la pertinence d'ajouter un tel cycle car le cycle des pentoses phosphates 
semblent être très faibIe comparé à la glycolyse. Une étude au Cl4 permettra 
de démontrer cette hypothèse et sera discutée au chapitre 5. 
Une accumulation de métabolites internes pourrait expliquer certains flux 
négatifs. Cependant, l'hypothèse de régime pseudo-stationnaire a été 
démontrée. Mais lorsqu'on simule une accumulation de sérine, d'alanine ou 
de glycine, principaux acides aminés produits par la cellule, certains flux 
redeviennent positifs mais d'autres sont négatifs. 
Il y a une possibilité d'apport de protéines extracellulaires qui ne sont pas 
comptabilisée dans le modèle. En effet, si on augmente le flux de protéine 
F36, certains flux redeviennent positifs. Cette option sera discutée à la section 
3.3. 
Afin d'améliorer la validité de notre modèle, l'option la plus plausible est donc 
d'omettre du modèle la dégradation du tryptophane. Le modèle est maintenant 
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de 37x36. Egalement, on enlève le bilan sur le NADH, FADH et NADPH car cette 
option pourrait idéaliser les flux métaboliques, comme cela a été discuté dans la 
revue de la littérature. On a maintenant un modèle 36x36. 
3.1.3 Voies de synthèse de la s é ~ e  
En ce qui concerne la synthèse de la sérine, il existe plusieurs voies 
métaboliques : 1) La voie du SHMT (serine hydroxyméthyltransférase) qui 
transforme la glycine en sérine, à l'aide d'un groupement méthyl provenant d'un 
autre donneur que la glycine, 2) Par le couplage du GCE (Glycine cleavage 
system) et le SHMT qui résulte dans la dégradation de deux glycines pour 
former une molécule de sérine, 3) Par une voie plus indirecte qui implique la 
déamination de la glycine et la formation de THF-méthylé, utile pour la 
conversion de glycine en sérine. Thureen et col. (1995) suggère qu'il s'agit de la 
voie 2 qui est préconisé dans des études de foie fétal in vivo. Dès lors, les flux F13, 
soit la formation de la sérine à partir de glycine et F19, la dégradation de la 
glycine et formation de THF-méthylé, sont intimement liés et doivent être 
couplés ensemble On a donc maintenant, un modèle 35x35. 
3.1.4 Apport de la cystéine. 
Osman et col. (1997) rapportent que la cystéine peut subir une auto-oxydation et 
se transformer en cystine, qui est en fait composée de deux cystéines. Dès lors, la 
disparition de la cystéine dans le milieu de culture peut être attribuable à cette 
auto-oxydation et non 2i l'entrée dans la cellule. Cette réaction se fait 
principalement dans le milieu de culture externe, dès lors, cette réaction 
biochimique peut être éliminée du modèle (F20p=0). Cependant, la cystine peut, 
quant à elle, entrer dans la cellule par un échangeur cystine-glutamate: 
l'échangeur G*, Na+ indépendant. Un pool interne de glutamate important est 
donc nécessaire afin de permettre l'entrée de cet acide aminé (Bannai, 1986; 
Bannai et Ishü, 1988). On rapporte de plus que la glutamine a comme rôle 
d'alimenter ce pool de glutamate. En effet, on observe un efflux de cystéine sous 
l'effet du gradient de concentration, comme la concentration de cystéine est 
presque nulle à l'extérieur de la cellule. La cystéine se transforme en cystine à 
l'extérieur de la cellule et la cysüne devra donc réentrer dans la ceilule afin de 
fournir de la cystéine, essentielle pour la formation de glutathione. Ce cycle 
requière donc un pool de glutamate afin de perrnettrel'influx de cystine, et 
indirectemat, un apport de glutamine dans le milieu extracellulaire. 
Les voies de dégradation de la cystéine sont donc éliminées du modèle (Er20 41, 
puisque la cystéine sert surtout à la formation de glutathione. F25, Ia formation 
de cystéine à partir de méthionine, devient alors la seule voie de synthese de la 
cystéine. Osman et col. (1997) rapporte en fait que la cystéine est Ie principal 
métabolite de la dégradation de Ia méthionine d'oh i'importance de cette voie 
par rapport à F20, On obtient donc un modèle 35x34. 
Le résultat de toutes ces modifications donne le modèle A qui sera utilisé pour le 
calcul des flux métaboliques. il s'agit d'un modèle à 35 mesures et 34 flux. Il 
possède un rang de 34 et le conditionnement est de 116. Ce modèle sera utilisé 
pour traiter les données de la cellule 51% dans l'article intitule : "Human 293 
Ce11 Mefabolisrn in lm Glufamine-Supplied Culture: Interpretation of metabolic 
Chmtges through Metabolie Flux Annlysis." 
Voici le & h a  des principales voies métaboliques des cellules animales utilisées 
dans le modèle k 
Fimue 3.1 Modèle m4taboiique. 
3.2 M4tabolisme de la cellule humaine 293 en milieu h faible 
concentration de glutamine: Interprétation des changements 
métabolique raide du caicul des flux m&aboliques. 
Cette section présente l'articie intitulé Human 293 Ce11 Metabolism in low 
Glutamitre-Supplied Culture: Intqretation of Mefabolic Changes througk 
Metabolic Flux Analysis. Cet article a été soumis à la revue Mdubolic 
Enginem'ng. Il fait suite au travail effectue à la compagnie Transgene à 
Strasbourg. Le but de ces études était d'optimiser la croissance des cellules 293 
dans le milieu de culture D W / F 1 2  Il a &té constat6 que ces cellules 
produisaient beaucoup d'ammoniac et ce çomposè s'avère toxique pour les 
cellules à partir d'une certaine concentration, soit 1 mM. Dès lors différentes 
stratégies d'alimentation ont été essayées, notamment, une alimentation 
contrôlée en glutamine et une alimentation contrôlée en acides aminés essentiels 
avec une très faiile concentration de glutamine. Cette dernière stratégie donne la 
mdeure croissance cellulaire, soit 2.4xlP cellules/ml et la production 
d'ammoniac est de beaucoup réduite. t'ajout d'acides amin& nonesentieh 
n'améliore pas la croissance duiaire et au contraire, ils ont plutôt tendance à 
s'accumder dans le milieu 
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A i'aide de L'analyse des flux métaboliques, il a été démontré que lors de 
l'alimentation pulsée avec glutamine, la majorité des flux d'acides aminés ainsi 
que ceux du cycle de Krebs sont réduits par rapport à une culture en mode 
cuvée. Lors d'une alimentation pulsée avec acides aminés mais réduite en 
glutamine, on observe le contraire puisque les flux d'acides aminés sont 
augmentés, afin de conserver une activité adéquate du cycle de Krebs. 
Human 293 Cell Metabolisrn in low Glutamine-Supplied Culhue: 
Interpretation of Metabolic Changes through Metabolic Fia Analysis. 
1Institut de recherche en biotechnologie, CNRC, 6100 avenue Royalmount, 
Montréal, Québec H4P 2R2, Canada; 2Transgène SA, Il rue de Molsheim, 67086 
Strasbourg, France; 3École polytechnique de Montréal, Campus de l'Université 
de Montréal, Montréal, Québec, Canada. 
Metabolic flux analysis is a useful tool to analyze the ce11 metabolism. in this 
study, we report the use of a metabolic mode1 with 34 fluxes to study the 293 cell, 
in order to improve its growth capacity in a DMEM/F12 medium. A batch, fed- 
batch with glutamine feeding, fed-batch with essential amino acids and finally a 
fed-batch experiment with both essential and non-essential amino acids were 
compared. The fed-batch with glutamine led to a maximum c d  density of 
2.4~106 cells/ml as compared to 1.8~106 cells/ml achieved in a batch mode. In 
this fed-batch with glutamine, it was also found that 2.5 mM ammonia was 
produced as compared to the batch which had a finai ammonia concentration of 
1 mM. Ammonia was found to be growth inhibithg for this ceIl line at a 
concentration starting at 1 mM. ûuring the fed-batch with glutamine, the fluxes 
analysis shows that a rnajority of amino aads fluxes and Krebs cycle flwces, 
except for glutamine flux, are deaeased. This observation led to the conclusion 
that the main nutrient used is glutamine and that during the batch there is an 
overfiow in the Krebs cycle. Thus a fed-batch with glutamine permits a better 
utilization of this nutrient A fed-batch with essential amino acid without 
glutamine was also assayed in order to reduce ammonia production. The 
maximum ceil density was inaeased furthermore to 3x106 cells/rnl and 
ammonia production was reduced below 1 mM. The flux analysis shows that the 
cells could adapt to a medium with b w  glutamine by increasing the amino acids 
fluxes towards the Krebs cycle. Adding non-essential arnino acids durhg this 
feeding strategy did not improve growth further and the non-essential arnino 
acids accumulated in the medium. 
Metabolic flux analysis in low-glutamine medium. A. Kamen; Institut de 
recherche en biotechnologie, 6100 Royalmount, Montréal, Québec, H4P 2R2, 
Canada, phone : (514) 496-2264; fax : (514) 496-6785; Amine.karnen@nrc.ca 
Introduction 
Recombinant adenovirus is now an established tool for gene delivery and a 
promising viral vector for gene therapy (Kay and Woo, 1994; Trapnell, 1993; 
Trapnell and Gorzigiia, 1994). The 293-Human Embryo Kidney cells (293), 
preferably adapted to suspension, are the complementary ceils mainly used for 
the production of recombinant adenoviruses. Originally, the first generation 
recombinant adenoviruses are engineered as defective vedors since they can not 
replicate in normal ceils but only in 293 cells containing the El replicative- 
essential region of adenovirus. A second generation adenovirus has been 
developed in order to minimize its inflamrnatory response in clinical trials 
(Boucher and Knowles, 1994; Crystal et al., 1994) and the possibility of replication 
competent adenovirus (KA) formation. This second generation adenovirus has 
part of its genome deleted in the region E l  and E3, as in the first generation, but 
also in E4, which is assumed to play a role in the immune response. The 293 
complementing cell line, that already contains the E l  region, was adapted for this 
second generation by inserüng part of the E4 gene, therefore permitting 
replication of the virus but limiting the RCA generation (Lusky et ai., 1998). 
in order to improve the production of these adenovinises, a simple process must 
be developed to operate high density suspension dtures of 293 cells. A fed- 
batch process is the rational way for proceeding towards this objective. Previous 
studies with first generation 293 c e h  in suspension have demonstrateci that 
addition of glucose and amino acids permitted infection at a c d  dençity of 3x106 
cells/ml without compromising the specific production of the recombinant 
protein expressed (Garnier et al., 1994; Nadeau et al., 1996). Also, a low- 
concentration fed-batch culture contributes to limit lactate accumulation in the 
cultures and associated toxic effects on celi growth and adenovirus expression. 
However, the second generation 293 cells, used in this study, have a different 
glucose metaboüsm than the first generation, as it consumes 5 fold less glucose 
and accumulates up to 10 fold less lactate. However, it is important to underline 
that the original 293 clone from which it was transformed is not the same as the 
one used for the previous studies of Nadeau et al. (1996) and Garnier et al. (1994). 
Therefore these differences may also be attributed to clonal deviations. 
This work was initiated to study the c d  metabolism of this second generation 
293 cell. The study evaluated glutamine fed-batch, since glutamine was identified 
as the main tirnitirtg nutrient during batch cultures. A h ,  amrnonia toxïaty was 
investigated. This metabolite has bpen widely studied and has been proven to 
have a toxic effect (>5û% inhibition in cd growth) for different c d  lines such as 
MDCK, McCoy, Hela and BHK at 2 mM (Hassel et al., 1990). While in the same 
study, this concentration had no or little e f k t  on ce11 yield for HDF, Vero and 
293 cells. A growth inhibition was also observeci on hybridoma cultures at 4 mM 
ammonia (Ozturk et al., 1992), while the CHO cells demonstrated no inhibition 
even at 8 m M  amrnonia concentration (Hansen and Emborg, 1994). For a review 
on the effect of amrnonia, see Schneider et al. (1996). Fed-batch with amino acids 
but without glutamine was also investigated in order to reduce the production of 
ammonia and increase ceil yield. Sanfeliu et al. (1997) have dernonstrated that a 
reduced supply of glutamine may lead to reduced production of lactate, alanine, 
ammonium and proline. 
Metabolic flux analysis was used to study the metabolism. Metabolic flux 
analysis is a powerful tool that permits the evaluation of biochemical reaction 
rates inside the ce11 on the basis of simple measurements and mass-balancing 
techniques. It is increasingly useci to evaluate cultures and optimize processes. 
In this report we used a metabolic model of 34 fluxes which include the 
catabolism pathways of glucose, giutamine and 17 amino acids. The main goal of 
this anaiysis is to evaluate the effect of different culture conditions on the central 
metabolism of the c d ,  the Krebs cycle and identify which nutrients are used to 
fulfiü the energy reQuirement of the ceil in order to develop the best feeding 
strategy for these cells. 
Material and Methods 
Cells and medium 
The second generation 293 (293-2) ceU line was derived from the original ATCC 
293A ce11 line (Rockviile, MD). This ceil Iine, originally obtained from human 
kidney fibroblast, was transformed with Ad5 DNA to express the E 1A and E1B 
proteins constitutively. The 293-2 was obtained by transformùig the ceils with 
ORF 6 and 7 of the E4 region of Ad5 to constitutively express these proteins 
(Lusky et al., 1998). 
This 293-2 ceil iine was thereafter adapted to grow in suspension. Cells are 
maintained in lOOml spinner fiasks (Belko, Vineland, New Jersey) and 
subcultured twice a week in the FîZ/DMEM 3 :Z tnediurn (Gibco, Grand Island, 
New York) supplemented with 2.5% y irradiateci calf serurn from Sigma (St- 
Louis, Missouri). This formulation contained 15 mM glucose and 1mM 
gIutamine. Puromycine at 1 p g / d  (Sigma) and tetracycline at Suglrnl (Sigma) 
were also added. For al1 the experiments, FWDMEM was used without 
glutamine and different solutions were added accorciing to the experimentai 
plan. Solutions of glutamine at 200mM, glucose at 200g/L, 50X MEM essentiai 
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amino aads (Sigma) and lûûX MEM non-essentiai amino aads (Gibco), were 
used as additives. 
Bioreactor 
A CSTR bioreactor of 1L working volume (Biolafitte, France) was used. The 
temperature was maintained at 37 OC. Two marine impeilers were used to ensure 
proper mixjng and oxygen transfer with a rneasured k ~ a  of 1.65 hrl. The 
agitation speed was at 50 rpm. pH and dissolved oxygen (Dû) were maintained 
at 7.1 and 30% of air saturation respectively. pH was regulated by C02 addition 
while DO was maintained by oxygen addition through surface aeration. 
The bioreactors were systematically inoculated as described herein. Four days 
before inda t ion  a 400 ml spimer was started at 0.2x106 ceils/ml. At the time of 
bioreactor indation, cells were at 0.8 x106 ceiislml. The bioreactor was 
i n d a t e d  at an initial cd density of 0.3~106 cells/ml. 
Ce11 culture conditions 
Four different conditions were evaiuated. A batch (B), a fed-batch with 
glutamine (FB/gln), a fed-batch with essential amino acids without glutamine 
and non-essentiai amino acids (FB/AA) and finally a fed-batch with essential 
amino acids only without glutamine (FBIEAA). For the fed-batch with 
glutamine, up to 3.2 mM of glutamine (200m.M solution) was added throughout 
the dtivation. The glutamine concentration was kept around 1 mM based on 
the off-he analysis of ammonia accumulation. For each mole of ammonia 
produced approximately 1 mole of glutamine was consumed. For the fed-batch 
with EAA and NEAA, up to 20 ml of EAA 50X (Sigma), 10 ml NEAA 1OOX 
(Gibco) and 0.4 mM of glutamine were added. For the fed-batch with EAA, up to 
25 ml EAA 50X and 0.4 m M  glutamine were added. For FB/AA and FB/EAA, 
glutamine was added at a low concentration in order to fulfill the ceiluiiar 
biosynthetic requirement for proteins. 
Table 3.1 summarizes the additions for the different experirnental conditions. 
Table 3.1 Pulse additions for the three fed-batches. 
rime FB/gln FB/EAA FB/AA 
Fr4 
gin gin (mM) AAE50X gin AAE SOX NEAA 1ûûX 
(mM) (mi) (mM) (ml) (mi) 
D 0.1 
24 
48 0.8 2.5 1 .25 
72 0.1 5 25 1.25 
96 0.8 5 2.5 1.25 
120 0.8 0.2 5 0.1 2.5 1.25 
144 0.8 5 5 25 
168 0.1 5 0.2 5 2.5 
192 5 
Total 3.2 0.4 30 0.4 20 10 
Spinners of 100 ml (Bdco) were aiso used to investigate the effed of ammonia, 
by adding a solution of 100 mM WU leading to medium concentrations 
ranging between 25û pM and 3000 pM. 
Ce11 counting 
Viable and total cells were counted using a Malassez heamacytometer. Viability 
was assessed by dye exclusion method using Trypan blue. 
D y  cell weight 
1x108 cells were pelleted in a pre-weighted tube of 1.5 ml. The pellet was dried in 
an oven at B K  for about 48 hours or until the weight remaineci constant (Xie 
and Wang, 1994). 
Lipid composition 
The lipid composition was assayed using the method describeci in Xie and Wang 
(1994). Briefly, to a c d  pellet of approximatly 3x108 cells, 0.5ml rnilli-Q water 
with 10 ml methanol and 20 ml  chioroform were added. The lipids are 
solubilized 40 minutes and filtered through a 0.8 micron filter paper. which is 
rinsed with 5ml methanol and 10 r d  chlorofom. 8 ml NaCl 0,9% are added and 
two phases are formed. The waterfmethanol phase above is discardeci. This 
procedure is repeated twice with 13 ml chloroform/methanol/NaCl 0.9% aq. 
solution, (3:48:47). The heavy phase is dned 24 hours under a hood and lipids are 
weighted. 
Total protein 
Total protein was assayed using the micro-BCA kit (Pierce, Rockford, Illinois). 
Prior to the analysis the 1x106 ceils pellet was disrupted using the following 
buffer : 0.5% Triton X-100, 1mM EDTA, 0.2mM Phenylmethylsulfonylfluoride 
(PMSF) (Xie and Wang, 1994). 
Amino acids analysis 
For analysis of metabolites in the supernatant, an HPLC colurnn ( column type, 
Beckman) was used. For determination of ceils' amino acid content, a 1x106 cell 
pellet, washed twice with PBS, was hydrolysed in a 2M HC1 solution for 24 lus at 
100OC. The pellet was then vacuum dried and resuspended in PBS prior to HPLC 
analysis. huing acid hydrolysis glutamine is converted to glutamate and 
asparagine is converted to aspartate. It is assumed that 47.5% of glutamate and 
aspartate were derived from glutamine and asparagine respedively. These ratios 
were based on previous report (Voet and Voet, 1990; Xie and Wang, 1994). 
Glucose, lactate and ammonia analysis in the supernatant 
The Biolyzer (Kodak, New Haven, Connecticut) was used for the analysis of 
glucose, lactate and ammonia. 
Consumption rate andflux calculations 
The metabolic mode1 used in this study involves 34 fluxes which are the 
backbone of the animal ceU metabolism (Figure 3.2). Some fluxes were set to 
zero, according to what is found in the Literature for the metabolism of animai 
cells, and more specificaily for human fibroblasts* Many authors (Bonarius et al., 
1996) have reported that the glutamate dehydrogenase activity is very 1ow in animal 
c&, therefore we can set the flux F5 to zero. Cysteine contributes mady to the 
formation of glutathione, which is not hcluded in the mode], therefore F20=0 
(Bannai, 1986; Bannai and IsM, 1988). Tsrptophan is an intermediate to NAD+ 
and NADP+ component and therefore F21=0, (Brown, 1996). Threonine can 
undergo several pathways, but as suggested by Salway (1994), the degradation to 
pynivate may be the main pathway. FI3 and FI9 were coupled together as two 
glycines give one serine via the glycine cleavage system (Thureen, 1995). We 
also did not consider the pentose-phosphate cyde in our analysis, assuming that 
d the niose-5-phosphate (Rib5P) goes for the formation of nucleotides. For the 
293 cells the pentose-phosphate cycle was found to be 1 to 2% of the glucose 
consumption (Results not shown). Woacetate (Oxa) and Malate (Mal) were 
pooled so FI0 comprises al1 of the anaplemtic reaction. F9, FI6 and F36 are the 
flues to the nudeotides, membrane and proteins, respectively, and are based on 
the cell composition. F15, the degradation of carboxylic acid pyrrolidone, was 
evaluated from a mode1 of Ozturk and PaIsson (1990). 
Table 3 2  pments the biochemical ieactions that were usai in this modd 
Fi- 3.2 MammaJian ce11 metabolism network. a-Keto, a-Ketoglutarabe ; Ac- 
CoA, AcetylCoA ; AeOle, Okic acid ; Arg, uginùie; krn, asparagine; h p ,  
aspartate ; Cit, citrate ; Cte, cysteine ; Fum, fumarate ; Gluc, glucose ; GIR 
glutamine ; Glu, glutamate ; Gly, glycine ; His, histidine ; Ile, isoleucine ; lac, 
iactate ; Leu, leucine ; Lys, Lysine ; Md, malate ; Met, methionine ; Oxa, 
oxaioaceiate ; Phe, phenylalanine ; Ro, praline ; Pyr, pynivate ; RibSP, ribose5 
P ; Ser, serine ; SucCoA, succinylCoA ; Thr, threonine ; Tyr, tyrosuie ; Val 
vaLine ; Xu5P, xiluioseS-P. 
The consumption and production rate of the following metabolites were used in 
the mode1 for flux caldation: glucose, lactate, ammonia, oxygen and ali the 
amino acids except for tryptophan, cysteme and cystine. The specific production 
and consumption rates were caldated by diviàing the quantity of the 35 
metabolites produceci or co~lsumed by the corresponding tirne interval (24 hrs) 
and mean ce11 concentration during that interval. This t h e  interval is suited for 
this ce11 h e  since it has a slow doubling t h e  of 40 lus during exponential 
growth. Therefore, the fluxes calculateci are mean values over tirne. 
We then have a 35x34 matrix of stoichiometric coefficients with a rank of 34 and 
a condition number of 116. Usually a condition number around 100 is 
recommended for flux caldations (Bonarïus et al., 1997; Zupke and 
Stephanopoulos, 1995). The condition nurnber is an indication of the maximum 
error that can occur in a l inen  system. Savinell and Palsson (1992) have 
demonstrateci, that usually the real error is 1/4 to 1/10 of the condition number, 
so a condition number of 100 would give mors rangîng from 10% to 25%. 
If we apply a m a s  balance around the biomass, we have : 
where S is the internal cellular concentration of metabolites, K the 35x34 rnatrix 
of stoichiometric coefficients, F the vector of 34 fluxes, DS, represent the dilution 
due to volume variation of the celis and -Q+P represents the vedor of the specific 
consumption and production rate of metabolites. We assume that the cell volume 
does not change and that the internal metabolite concentration does not Vary 
over short period of t h e ,  a h  called the pseudo steady-state assumption (PSS 
assumption). These assumptions are used by many authors for flux calcuiations. 
(Bonarius et al., 1997; Pissarra and Henriksen, 1998; Savinel1 and Palsson, 1992; 
Takiguchi et al., 1997). This simplifies the equation to an algebraic system of 
linear equation : 
And F can be resolved : 
F = pseudo - inverse(K) (Q - P) 
The fluxes can be divided in three main groups, i.e (i) the main fluxes of 
glycolysis and glutaminolysis, (ii) amino acid fluxes and (iii) the Krebs cycle 
fluxes. The glycolysis and glutaminolysis fiuxes are composed of FI, glucose to 
pyruvate, F2, pyruvate to lactate, F3, pyruvate to Krebs cycle, F5tot, the net flux of 
glutamate to a-ketoglurate which comprises aii transamination reactions and 
finally F8tot, the net flux of glutamine to glutamate which also includes the 
transamination process of aspartate to asparagine. The amino acid fluxes 
represent the fluxes of different essential amino acids to the Krebs cycle or the 
glutamate pool. The Krebs cycle flwes are also shown : F30 and F31 are the 
fluxes from Acetyl-CoA to a-ketoglutarate and the fluxes F32, F33, F34 and F35 
are the fluxes on the left side of the cycle. FI0 represents the anaplerotic 
pathways in which components such as malate and oxaloacetate are recycled in 
the glycolysis pathway as pymvate or oxaloacetate. This pathway is a manner of 
recyciîng excess components of the Krebs cycle. 
Table 3.2 Biochemical Reactions 
F, GLUC a PYR + 2ATP + 2NADH 
F, PYR +NADH + H' e LAC 
F, PYR +Cd ACCoA t NADH +CO,+ H* 
F, PYR + GLU a ALA + a - KEiTO 
F, GLU e, a - Km0 + NADH + NH , 
F, OkX +GLU e A S P  +a-KE'TO 
F, GAP +GLU *SER t u - K E T û  + NADH 
F, G W  + H,O =, GLU + NH ,' 
F, 2CLN +XASP +RIBSP+XGLY +6XATP +%NADPH =, 
ADN l ARN i X NADH + % FUM t 2GLU 
F,,, ML * PYR +CO,+h-ADPH + H '  
F,,, PYR + ATP +COl - OX4 + H' 
F,, ASP + GLN + ATP o ASN + GLU 
F,, GLU + ATP + 2NADPH + 2 H ' PRO 
F,, SER - GLY 
FI,, G L C 6 P + A T P  RibSP+2NADPH c H ' + C O ,  
F,, GLN * Carboxylic Acid Pyrdidone + NU, 
FI, 2 x (9CiT + 17 ATP + 9CoA + 16 NADPH ) =r AcOLE + 180XA 
F,, SER * PYR + NH 
FI,, THR * CO, +ZNADH +2H'+ FADH , + h W 4  + PYR 
F,, GLY a COI t NH,  + NADH + H' 
F,, LYS + 2 a - K E ï û  +NADPH a2ACCoA +2C02+4NADH + 3 H 4 +  FADH ,+2GLU 
F,, LEU + a - K E T O  +ATP -3ACCoA +GLU +CO,+NADH + H ' +  FADH, 
F , I L E + a - K E I û  +ATP *SUCCoA +ACCoA +CO2+2NADH +ZH*+FADH ,+GLU 
F, VAL. + a - KETO + ATP SLICCoA + 3NADH + H ' + FADH , + 2C0, + GLU 
F, MlT cSER +2ATP *CTE +SUCC4 +NADH + H ' + C O , + N H ,  
F, PHE + O , +  NADPH + H ' * T Y R  
Fn TYR + a - K i 3 0  + 20 ,  * FUM + 2 ACCoA + GLU 
F, ARC + a - C E l ü  ZGLU + NADH + H' +unu 
F, HIS =r GLU + NH , 
FM OXA t ACCoA ClT 
F,,CIT *a-CETû +CO,+NADPH + H +  
F,a - CET0 * SUCCoA + NADH + H ' + CO, 
F,, SUCCoA FUM + ATP + FADH , 
F,, I;UM Ca MAL 
I;ùMAL -OXA+NADH + H '  
During the batch culture, cells grow to a maximum concentration of 1.75~106 
cells/ml. Addition of glutamine during growth improved the maximum ceIl 
density to 22xlP cells/ml. The highest ceii concentration (3.0x106 cells/ml) was 
reacM in the FB/EAA condition. The FB/AA condition did not improve 
growth any further (Figure 3.3). 
-sure 3.3 Ceil Growth. 
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Glucose and glutamine consumptions and lactate and ammonia produdims. 
During FB/gln, qpiuc at 73 hrs was four-fold lower than what was measured in 
the batch culture (table 3.1). Even though, the overall glucose consumption is 
about the sarne at the end of the culture (Figure 3.4). in fact, during the batch 
culture drops after 100 lus cultivation to 0.02 (data not shown). The molar ratio 
of lactate produced to glucose consumd was around one during the batch as 
lactate production seemed inhibited in the FB/gln experirnent (qiac/qg1uc = O as 
shown in table 3.3). In fact, the overall lactate production for FB/gln was about 
half compared to that in the batch culhue (Figure 3.5). The glutamine 
consumption was the same in the FB/gln culture as compared to the the batch 
culhue, although, glutamine was completely depleted in the batch at 100 hrs. The 
ratio of ammonia production to glutamine consumption is slightly higher (0.75 
and 0.88 respectively). During FB/gln, ammonia production led to a 
concentration of 2.5 rnM. On the other hand, in the batch culture, the 
accumulation reached a maximum of 0.8 rnM (Figure 3.6). 
Table 3.3 Cultivation Kinetics 
qgtuc for the two fed-batches with amino acids (FBIAA and FBIEAA) was very 
low and similar to qglw in FB/gln (table 3.3). Lactate was produced at an early 
stage during growth but was rapidly consumed (Figure 3.6). Lactate 
accumulation was normal compared to the two 0 t h  experiments, but there was 
more ladate produceci for FBIEAA. S a ,  a high lactate production at the end of 
these two fdbatch cultures was observeci Figure 3.6). Under these feeding 
strategies, ammonia accumulation was at the lowest leveis observecl in the 




Figure 3.4 Glucose consumption 
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Fimm 3.7Ammonia production 
In figure 3.8, we see that a concentration of up to 1 mh4 NH.t+ at the beginning of 
the cultivation inhibited c d  growth, considering an error of 5% in c d  count 
measurements. The inhibition was however not very significanî, since the final 
cell concentration only dropped from 2x106 cells/ml in the control at O mM 
arnrnonia to 1.5xlW ceiis/mL at 1 mM ammonia. 
Ammonla concentration (PM) 
Fipre  3.8 Effect of ammonia concentration on maximal cell density 
For the composition of the ceil, the following percentages were measured on a 
total protein b i s :  asp, 4.94 ; glu, 7.52 ; asnf 4.47; ser, 5.09 ; gln, 6.81 ;his,3.01; 
pro, 4.79 ; thr, 5.87 ; arg, 8.43 ; da, 5.51 ; tyr, 5.00 ; gly, 4.W ; met, 0.M ; phe, 3.92 ; 
ile, 3.34 ; leu, 7.89 ; lys, 10.15 ; cys, 3.07 ; ûp, 1.1 . Total prokins were measund 
b be 73.0% w/w. These measurements showed standard deviation less than 4%. 
AISOC we measured lipids at 10.0% w/w. DNA and RNA were taken as 1.4% 
w/w and 3.8% w/w as previously measured in Xie and Wang (1994) . 
To further tune-up the amino aads feeding strategies, metabolic flux analysis 
was used with the mode1 described in the Material and Methods. As mentioned 
earlier, fluxes are divided into three groups. Furthermore for every group, the 
fluxes were calculated for two phases during growth and are shown in figure 3.9, 
figure 3.10, figure 3.11 and figure 3.12. The first phase being the exponential 
phase and the second one the late exponential phase. 
During the batch culture, glycolytic and glutaminolytic activities showed a 
deaease throughout cultivation. The same observation is valid for the Krebs 
cycle fluxes (F30 to F35, including F10) which drastically decreased in the late 
exponential phase. Most of the amino acid fluxes were high during the 
exponential phase, especialiy those for leucine (F22b), isoleucine (F23), valine 
(F24), methionine (F25) and arginine (F28). We also obsemed a few negative 
flues at the end of the exponential phase, especiaiiy for tyrosine (F27), histidine 
@29) and threonine (F18). 
GIycolytic fluxes (Fl. and F3) were lower than in the batch during exponential 
growth phase for FB/gln, but the glutarninolytic fluxes are higher (F5tot and 
F8tot). As mentionneci before, F2, which represents the production of lactate was 
102 
greatly reduced during exponential growth, but F4, represenüng the production 
of alanine, remaineci approximately in the sarne order of magnitude as in the 
batch. The amino acid fluxes, however, were drasticaliy reduced cornpared to the 
batch. Also, a lot of negative fluxes are observecl for amino acid fluxes. The Krebs 
cycle fluxes ( M O  to F35) were maintaineci throughout cultivation tirne at a lower 
level compared to batch culture. The flux through the anaplerotic route (F10) was 
as high as in the batch at the exponential phase of the cultivation, but was also 
decreased aherwards. 
For FB/AA, it seems that the glycolytic fluxes (FI and F3) are similar to those of 
FB/gln. But, the alanine flux ( '4)  was reduced and the lactate flux (F2) was even 
reversed. Interestingly, glutaminolytic fluxes were inversed compared to the two 
previously mentioned experiments. The amino acid fluxes were higher than in 
the two previous experiments. We also observed less negative fluxes. The Krebs 
cycle flues were slightly higher in FB/AA than in FB/gln, but it is important to 
note that FI0 was nearly null during this experiment. 
Figure 3.12 shows a flux cornparison between FB/EAA and FB/AA. AU the 
fluxes shown were slightly higher for FB/AA. But, if we compare the NEAA 
fluxes F6, which is production of aspartate, and F11, the production of 
asparagine, these were reversed in the FB/EAA whiie F7, the production of 
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serine and F12, the production of proiine, were higher in the FB/EAA compared 
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Discussion 
Batch 
Glutamine was rapidly depleted in the batch experiment and, as a consequence, 
the growth rate decreased. Glutamine is a major energy source for this specific 
ce11 line. This is often the case for many c d  lines and glutamine is usually 
completely depleted before glucose (Fitzpatrick et al., 1993; Petch and Butler, 
1994; Sharfstein et al., 1994). Glucose was not intensively consumed compared to 
293-1 cell line glucose consumption (Garnier et al., 1994; Nadeau et al., 1996). In 
these studies, we reported specific glucose consumption rates, q g i ~ ,  ranging from 
0.2 to 0.8 mmol/lOg cells/h as compared to 0.12 mrnol/lOg ceWh, in this one. 
However, the rate meastued for 293-2 is comparable to the rate of other c d  lines 
such as BHK and hybridomas as reported by others (Neermann and Wagner, 
1996). But, when glutamine became limiting at 100 hours, the glucose 
consumption dropped as well. Noteworthy, at this time, the cells were not in the 
plateau phase and this indicates that a low glutamine level may indi rdy  inhibit 
glycolysis, while c d  growth is not immediately affected. The ratio of lactate 
produced to glucose consumed was not very hi& (approximately 1). For 293-1 
celIs, qia,/qpiUc usualIy lies between 1.5 and 2 (Garnier et al., 1994; Nadeau et al., 
1996)- As previously mentioned, this c d  line differs from the previous one, in 
that it contains two sections of the Ad5 E4 regions, ORF 6 and 7. These are under 
the control of an induciMe CMV promoter with the tet operator (tetû). The tTA 
gene, also regulated by tetû, was inserted such that when tetracyciine is added 
the E4 genes would be shut-off. In fact, it was shown that there was a loss of 
tetracyciine regulation in this cell line and E4 was expresseci even in the presence 
of tetracycline (Lusky et al., 1998). Krougliak and Graham (1995) reported that a 
293 ceIl line, expressing E4 with a leaky inducible promoter, showed siightly 
Iower growth rate compared to the original 293 cells. Arnong the effects of these 
ORFs, it is reported (Leppard, 1997; Wang and Finer, 1996) that E4 ORF 6 
complexes with the E1B gene to increase the export of viral mRNAs from the 
nucleus and thus inhibits most cellular rnRNAs transport. This phenornenon has 
probably an inhibithg effect on protein and enzyme production, thus reducing 
the metabolisrn and growth of 293-2 cells. In the same review (Leppard, 1997), 
the author also reports that ORF6 binds to p53, thus blocking the ps-induced 
apoptosis and enhancing transformation of the ceIl. 
The ce& continued to grow after glutamine depletion (>IO0 hrs), presumably 
after a metaboiic shift toward the use of other sources of amino acids for growth, 
as it is discussed below. Some authors (Ljunggren and Haggstmm, 1994; Vriezen 
et al., 1997) made similar observations with iimiting @utamine concentrations. 
CeIl growth probably stopped when one or the other essential amino aads were 
depteted or became limiting- Glutamate, asparagine and serine concentrations 
decreased to below 10% of th& initial concentration at the end of cultivation 
(resuits not shown). These are known as non-essential amino acids that can be 
produced by celis. The most important amino acid fluxes that feed the Krebs 
cycle were leucine, isoleucine, methionine, valine and arginine. Xie and Wang 
(1996) reported that probably only leucine and isoleucine are metabolized for 
energy production. We obsewed the same trend but valine and methionine seem 
to contribute also. Arginine does not directly enter the Krebs cycle but 
contributes to the glutamate pool, thus replacing the glutamine source. It is 
important to reaiize that for the amino aad fluxes, negative fluxes are impossible 
due to the irreversibility of these readions. These results might be explained by 
the assumption that the cells use 0th- sources of amino acids such as proteins 
f o n d  in the serum (Nyberg et al., 1999). 
However, this metabolic change as a consequence of the limiting glutamine 
concentration was not suffiaent to sustain cell growth as high as that observecl in 
the fed-batches, since Krebs cycle fluxes were reduced largely during exponential 
growth. It seems that the flow of amino aads to the Krebs cycle is not suffiaent 
to fulfill the cells' energetic needs. 
Figure 3.13 shows the main metabolic pathways (solid lines) involved in the 
batch at the beginning of altivation and during exponential growth. D u h g  
exponential growth, glucose and glutamine are consumeci, feeding the Krebs 
cycle in order to produce energy. Usuaiiy the rate of glycolysis is high compared 
to glucose incorporation in the Krebs cycIe, the surplus going to lactate (F2) 
(Butler and Jenkins, 1989; Fitzpatrick et al., 1993; Lanks and Li, 1988; Lazo, 1981; 
Neermann and Wagner, 1996; Petch and Butler, 1994; Portais et al., 1996; Portner 
et al., 1994; Zeng and Deckwer, 1995). Glutaminolysis is high and the overflow of 
glutamate goes to proiine (F12, not shown). The overflow of the Krebs cycle exit 
by the anaplerotic pathway (HO) leading to alanine that is excreted. 
Fed-batch with glutamine 
Since the supply of amino acids appears insuffident to feed the Krebs cycle, a 
fed-batch with glutamine was suggested to avoid depletion. The growth rate was 
indeed much higher and a higher concentration was reached in this fed-batch 
cultivation. qpiuc was r e d u d  and q* was comparable to the batch culture. It 
seems that qgiuc remained low, because glutamine was not limiting. %me authors 
(Hu et al., 1987; Jenkins et al., 1992; Ljunggren and Haggstrom, 1994) reported 
that glutarninolysis inhiiits glycdysis whereas other authors (Portais et al., 1996; 
Shatfstein et al., 1994) on the contrary, have reporteci that the glutamine 
consumption stimulates glycolysis. Therefore in these experiments, two trends 
are observable: during the batch culture, ~ # U C  is high while glutamine is 
consumeci until 100 hrs, then drops. In FB/gln, glutamine concentration is 
kept constant and relatively low and 9gi~e remaineci also lower during the whole 
growth. Then q @ ~  may be a function of glutamine concentration rather than a 
function of glutamine consumption rate. 
As glutamine is consurned, amxnonia is produced up to a concentration of 2.5 
mM. As it was demonstrated in shake-flask experiments, ammonia inhibits ce11 
growth but not to a severe extent because only a slight reduction of 2x106 
cells/ml to 1.5x106 cells/rnl was found when 1,2 or 3 mM NH3 were added at 
the beginning of the culture. Such concentrations cm inhibit growth for certain 
ceIl lines. However, growth inhibition may increase in bioreactor systems when 
pH is being controiled at a higher value than observed in flasks. in fact at higher 
pH unionized ammonia is favored and diffuses more easily through the inner 
membranes of the cell (Doyle and Butler, 1990). Amrnonia possibly affects 
intraceliular pH (Ozturk et al., 1992) or it may affect the carbohydrate side c h i n  
structure of proteins (Ryll et al., 1994). Hence, high ammonia levels may be 
responsible for cessation of growth. However, Schneider et al. (1996) reportecl 
that the physiological consequences when ammonia is added in the medium are 
opposite to those resulting from amnonia produced intracellularly. The 
intracellular pH tends to increase when N).le+ is added in the medium while it is 
decreased when produced mtracelldarlg. Thus, one has to be careful when 
interpreting the effect of added ammonia in the medium. However, methionine 
and serine were also found to be low at the end of the cultivation (beiow 10% of 
their initial concentration). Therefore, a combination of ammonia inhibition and 
nutrient limitation is suggested to explain growth arrest. 
The metabolic flux analysis for the fed-batch cultivation with glutamine shows 
that the main fluxes are decreased compared to bateh, but maintaineci quite 
constant until the end of the growth. The oniy readions that were decreased, 
were the production of alanine p4) and lactate (F2). This refleds the fact that 
cells are more efficient in using pyruvate for oxidation in the Krebs cycle. %me 
authors (Xie and Wang, 1996) have suggested that excess glutamine and glucose 
results in excess alanine production. It was a h  reported that excess ammonium 
production may be the cause of excess alanine exaetion as transarnination 
pathways are activated (bnarius et al., 1998; Hansen and Emborg, 1994; Ozturk 
et al., 1992). Furthemore, çome authors have shown (Litmggren and Haggstrom, 
1994; Ljunggren and Haggstmm, 1992) that limiting glutamine resulted in less 
alanine and lactate formation, although in our case glutamine was not limiting 
(between 0.8 and 1.6 mM) but fed constantly, we observed the same trend, 
showing that nutrients were d more effiaently. It is possible that glutamine 
was nearly depleted between fkdings, but it was not seen as no analyses were 
done during that tirne. The amino acid fiuxes are largely decreased during 
exponential growth compared to batch cultivation, indicating that glutamine is 
suffiaent to fulfiU the energetic needs and t h e  is no need for essential amino 
acids as Krebs cycle intermediates. Interestingly, F30 to F35 (Krebs cycle) are 
lower than in the batch cultuFe but still the cells have the same growth rate, 
indicating that in the batch culture, there was a surplus in these flues. This fact 
was also refîected in the production of lactate and alanine for the batch culture. 
Fed-batch with amino acids. 
Feeding amino aads is suggested to replace glutamine, reduce amrnonia 
production and ensure that no amino acid limitation will occur. Other authors 
(Vriezen et al., 1997) have demonstratecl in chemostat cultures of hybridoma that 
the specific consumption rate of nearly all essential amino acids increased when 
the glutamine feed was decreased, showing that EAA can partially replace 
glutamine. Some authors (Hassel1 and Butler, 1990) have successfully adapted 
cells to grow without glutamine, resulting in less ammonia production. They 
reached a higher celi density by replacing glutamine with glutamate or a- 
ketoglutarate. 
In the FB/AA reported here, a higher ce11 concentration was also reached as ceil 
dtivation tirne was extended. Interestingiy, glutamate and serine were still 
limiting and consurned rapidly as they were fed to the bioreadot (results not 
shown). One would expect that the glucose consumption rate would rise as 
glutamine becarne hniting, but WU<: remainecl very low. The same trend was 
observed during the batch culture as glutamine became limiting after 100 hrs and 
also during FB/gIn. Vriezen et al. (1997) showed that when glutarnine is limiting 
glucose consumption was not enhanced, suggesting a better utilization of this 
nutrient instead. 
The metabolic fluxes related to glutaminolysis were reversed since glutarnine is 
present in the medium at a very low concentration, just to maintain protein 
production. The cells seern to produce glutamate and glutamine, altough the 
glutamine synthetase enzyme has been reported to be very low in transfonned 
ce11 lines (Bebbington et al., 1992; Mc Dermott and Butler, 1993; Paredes et al., 
1996). The glycolytic fluxes and the Krebs cycle fluxes are similar to those in 
FB/gln. In this case lactate production (F2) is reversed, this fact indicates that the 
ceils lack a source of pyruvate. Usuaiiy glutarnine can account for a source of 
pyruvate via the anaplerotic pathway (Mancuso et al., 1994). Figure 3.9, figure 
3.10 and figure 3.11 revealed that, the exit h m  the Krebs cycle via the 
anaplerotic route (F10) is important in the cases of batch and FB/gln but is null in 
the case of fed-batch with amino acids. Futthermore, the amino acid fluxes are 
higher, providing an energy source to the ceIls thus replacing the role of 
glutamine. When glutamine is absent, a shift in metabolism occurs (figure 3.2). 
Glucose still feeds the Krebs cycle but its flux is reduced, while amino acids 
fluxes are inaeased. 
Both fed-batches with amino aads have the same growth rate, but they differ in 
their metabolic patterns. Both seem to have the same energy level as their Krebs 
cycle fluxes arc the same. The ody difference between the two dtivations, is 
that in one case more NfiAA is present in the medium. Since these can be 
produced by the cells, we do not see the necessity to add hem, but some authors 
(Xie and Wang, 1996) have suggested that adding NEAA suppresses their 
formation and thus reduces glutamine ne&. Therefore, it is suprising to see that 
in FBIAA, non-essential amino acids are süll produced (F6, F7, F11, FI2 
positive) while in FB/EAA aspartate p6) and asparagine (F11) are consumed. 
The difference with the work of Xie and Wang, (1996) is that their media 
contained glutamine. Thus feeding only EAA may not be sufficient to replace the 
lack of glutamine and therefore the ceIl consumes non-essential arnino acids. 
The catabolism of essential amino acids is ofien accompanied by the reverse 
reaction of a-ketoglutarate ta glutamate. Hence, the excess glutamate must 
somehow be consumed and a-ketoglutarate must be replenished, which r d t s  
in a high activity in F6 (production of aspartate), F7 (production of serine) and 
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FI1 (production of asparagine). These reactions involve a ttansamination step 
from glutamate to a-ketoglutarate. The flux of proline production F12 is found to 
be lower in the FB/AA, although it consumes glutamate it does not produce a- 
ketoglutarate. Also, the consumption of histidine (Fî9) producing glutamate is 
inhibited while on the contrary arginine (F28) is still consumed producing 
glutamate but also an energetic compound, NADH, at the same the .  In all of 
these reactions, ammonia is not involveci, and the net production is null as 
evidenced in figure 3.9. 
In FB/EAA, we did not observe the same trend. In contrast, we observed a net 
consumption of aspartate and asparagine (negative F6 and F11) providing 
intermediates to the Krebs cycle, glutamate is then accumulated and consumed 
via the production of proline (F12) and serine (F7). Bonarius et al. (1996) have 
reported that a high proline production is a consequence of high glutaminolytic 
acüvity redting in a high glutamate concentration or a high NADPH/NADP+ 
ratio. 
Both feeding strategies are equivalent from an energetic point of view, since the 
Krebs cycle fluxes are equivalent. Although in FB/AA, a net production of 
NEAA is observed, as a consequence of glutamate accumulation, FB/EAA may 
be more appropriate since it leads to l e s  amino aad accumulation. In the latter 
case, one has to be careful as aspartate and asparagine may eventually become 
limiting as they are more consumed. 
Fi- - 3.13 Batch M o r e  100 h Thick lins represent the main fluxes 
Fi- - 3.14 Feà-Batch with amino acids. The thick lines represent the main 
fluxes 
Conclusion 
Some key conclusions could be drawn from the resultç presented and discussed 
in the previous sections. Thiç c d  line predominantly consumes glutamine and 
produces large amounts of ammonia. This metaboiic trend cliffers significantly 
from the 293 parental cd line which, predominantly, consumes glucose and 
produces lactate. It should be noted that this ceii h e  has been transformed by 
addition of the adenovirus E4 gene. 
The experiments with glutamine supplementation have demonstrated: 
- Lower qduc and glutaminolytic fluxes showing that low glutamine can inhibit 
glycolysis ; - Higher accumulation of ammonia, resulting in possible growth inhibition ; 
Reduced fluxes to lactate, and comequently a better utilization of pyruvate; 
Reduced fluxes of amino acids catabulimn, proving that glutamine can 
partiaîly replace these amino aads. 
Reduced but maintauid Krebs cycle fluxes, leading to a high cell growth . 
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Although this ce11 line rapidly incorporates glutamine, it can grow in media with 
low glutamine concentration environment, reducing ammonia accumulation. 
Furthermore, supplying amino acids with a low initial amount of glutamine has 
dernonstrated the following : 
Very low qgluc and qfi, showing furthemore the relationship between 
glycolysis and glutarninolysis ; 
Very low accumulation of amonia, resulting in high growth ; 
Reduced or inversed fluxes to lactate and alanine, showing that there is no 
excess in glycolysis and glutaminolysis; 
Enhanced amino acids fluxes, proving that these can replace glutamine by 
providing intermediates to the Krebs cycle. 
Reduced but maintained Krebs cycle fluxes, leading to a high cell growth 
Furthermore the flux analysis has shown that adding NEAA, a priori, is not 
riecessary since the Krebs cyde flues are the same for both feeding strategies, 
and may even lead to accumulation in the medium. But one has to be careful so 
that no limitations occur with these non-essential amino aads. Flux caldations 
c m  be further used to foUow the date of the culture in order to insure that Krebs 
cycle fiwes are maintainecl as well as amho acids fiuxes during fed-batches with 
amho aads. 
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3.3 Résultats complémentaires 
Afin de vérifier la validité du calcul des flux métaboliques, certains flux ont été 
calculés de façon indépendante et comparés aux flux calcuiés à l'aide de la 
matrice stœchiométrique. Le tableau 3.4 montre la valeur de certains flux qui ont 
pu être calculés indépendamment comparée à ceux caicuiés par le modèle. 
Tableau 3.4 Flux d'aades aminés caldés avec le modèle et indépendamment. 
Le tableau 3.5 montre clairement que le modèle n'amplifie pas les erreurs de 
calcul. Donc, les flux négatifs qui sont montrés ici sont dus à d'autres facteurs. I1 
semblerait plutôt que la cellule utilise d'autres sources d'azote qui ne sont pas 
compilées dans te modèle. Ceci sera démontré en utilisant un bilan sur l'azote. 
On a préalablement mesuré la quantité d'azote que contient la cellule 293, soit 
13,4% p/p. On a utilisé les données de FB/gln qui présentait le plus de flux 
négatifs. Le tableau 3.5 mivant montre le bilan sur l'azote, qui a été effectué à 
différents temps. 
Tableau 3.5 Bilan sur l'azote. 
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L'erreur maximale a été calcuiée en considérant une variation de 5% sur chacune 
des mesures et le % d'erreur a été calculé sur cette base. Une déviation de 12 à 
15% n'est pas très élevée mais reflète tout de même qu'il manque un composé au 
modèle. Un bilan positif signifie en fait que la cellule a besoin de plus d'azote que 
ce qui lui est proposé par le modèle. Alors la cellule utilise d'autres sources 
d'azote. Nous pensons que ces autres sources sont probablement les acides 
aminés et tes protéines que contiennent le sérum. C'est pourquoi au chapitre 
suivant nous tiendrons compte de cet apport dans le modèle. D'ailleurs comme il 
a été mentionné à la section 3.1, l'apport de protéines extracellulaires améliore la 
validité des flux métaboliques. 
CHAPITRE IV : MODBLE MÉTABOLIQUE B 
4.1 Élaboration du modèle. 
On utilisera ce modèle pour la cellule 293SF dans le HSFM autant pour la 
aoissance que pour l'infection. A partir du modèie A, on veut tout d'abord 
éliminer la mesure de la proline, puisque non-mesurée dans ces expériences. Ceci 
nous ramène à une matrice 34x34 à partir du modèle A précédent. 
4.1.1 Matrice d'infection 
Le modele métabolique des cellules en infection est le même que celui en 
croissance en ce qui a trait aux voies biochimiques. Il existe cependant quelques 
différences par rapport à la synthèse d'ADN, d'ARN et de protéines. En général, 
la quantité d'ADN et de protéines peut doubler pendant l'infection. On observe 
d'ailleurs un grossissement des cellules, qui passe de 15 rniaons environ jusqu'à 
17 microns au maximum, ce qui fait une augmentation de Noh du volume de la 
cellule. 
On rapporte que la réplication de l'ADN cellulaire est complètement inhibée 
après l'infection. Hodge and Sdiarff (1969); Pina et Green (1969) ont démontré 
que peu importe la phase dans laquelle on infecte les cellules, la réplication de 
l'ADN virai commence environ 9 heures après l'infection. Si les cellules sont 
infectées en phase G1, les ceilules ne doubleront pas, puisque la réplication de 
l'ADN viral commencera en milieu de la phase S et la réplication de l'ADN de 
l'hôte s'en trouvera fortement inhibée (voir la figure 1.3). Tandis que les cellules 
infectées au milieu de la phase S, vont avoir un doublement normal puisque la 
réplication de i'ADN viral ne va commencer qu'en G1. On peut donc supposer 
qu'après l'infection, 50-75% de la population cellulaire qui n'est pas en phase G1 
va quand même doubler, c'est-à-dire toutes les cellules qui ne sont pas déjà en 
G1. A 24 hpi, on voit apparaître dans la ceilule jusqu'à IO6 nouveaux génomes 
viraux (Green, 1967; Green, 1970). 
En ce qui a trait à la réplication de i'ARN, on rapporte que le taux de 
transcription de YARNm reste inchangé au niveau du noyau. Les études de 
Babich et col. (1983) et Philipson et col. (1975) confirment d'autant plus que la 
quantité d ' m m  reste inchangée pendant i'infection. On ne voit pas de nouvel 
ARNm cellulaire apparaître dans le cytoplasme mais rapidement on a jusqu'à 
Wh d'ARNm vital. Lindberg et col. (1972) rapporte jusqu'h 95% d'ARNm virai 
dans la dernibe phase d'inlection. ï i  est à noter que î'ARNm viral est capé et 
polyadénylé, ce qui ne permet pas de le différencier de l'ARNm cellulaire. 
Pour la transcription des protéines cellulaires, Lindberg et col. (1972) déarontrent 
que la transcription des prothes cellulaires est arrêtée très tôt dans le processus 
d'infection, démontrant que le virus possède la propriété d'inhiber la 
transcription de ces protéines en faveur des protéines virales. White et col. (1969) 
rapportent de plus que la synthèse des protéines de l'hôte est fortement inhibée 
(plus de 5û%) à 24 heures après l'infection, au profit de la synthèse de protéines 
virales. 
Les flws biosynthktiques sont donc différents dans le cas de l'infection. En effet, à 
partir de 24 heures, il y a arrêt de la croissance et les flux biosynthetiques de la 
cellule deviennent nuls. Cependant, on doit considéra le changement de 
concentration à l'intérieur de la cellule dû à un grossissement de celle-ci qui peut 
aller jusqu'8 doubler en poids et volume, donc la cdule continue de produire ces 
composés. En ce qui conceme les autres nutriments, les acides aminés par 
exemple, on peut afhner que le changement de concentration dû au 
changement de volume est négligeable. En effet 7rnM d'alanine intracdulaire 
corcespond à 0,87pg/cell ce qui est nggligeable par rapport aux autres 
constituants de la cduie soit prothes, ADN et GRN. II est donc important lors 
de l'infection de mesurer ces derniers paramètres et de ne pas les considérer 
constants lors de la croissance. De plus, en fin de cycle infectieux on aperçoit une 
perte de ces composés, notamment au niveau des protiiines totaies car celles-ci 
sont alors recyclées en acides aminés dans la cellule, d'où la possibilité de flux 
négatifs dans ce cas. L'ADN est cependant beaucoup plus stable et les pertes 
doivent être attribuées à une perte d'intégrité de la cellule et donc un relargage 
dans le milieu extracelidaire. 
A la lumière de ces informations, il apparaît donc important de mesurer 
l'augmentation du poids sec et de la quantité de protéines dans les cellules au 
cows de l'infection. Quant à la composition en acides aminés des protéines, nous 
verrons plus loin que celle-ci ne change pas significativement au cours de 
l'infection. La quantité d'ADN augmente cependant. D'après la littérature on 
constate que la quantité d'ARN reste plus ou moins inchangée. L'analyse de 
sensibilité nous aidera à définir si une précision plus importante est requise au 
niveau de ces flwc. 
4.1.2 Internalisation de protéines. 
Un facteur n'ayant pas été considéré jusqu'à maintenant, est l'internalisation de 
protéines provenant du milieu de culture et du sérum en particulier. Il ne fait pas 
de doute que les ceiiuies de mammiftefes font ce qu'on appelle de la pinocytose et 
de l'endocytose, incorporant ainsi du milieu et des macromolécules par le fait 
même. Kooistra et Lloyd (19û6) rapportent un rapport des compartiments 
lysosomaux sur le volume total de 0,044, Dans le milieu sans sérum, il existe 
dewc principales sources de protéines soit la transferrine (0,Ol g/l) et Yinsuline 
(0'01 g/l) également. Ces deux protéines sont en faible quantité par rapport à 
i'albumine bovine qu'on ajoute à 1 g/L Kooistra et Lloyd (1986) rapportent des 
taux d'internalisation pour i'albumine dans des fibroblastes de i'ordre de 0'41 à 
0,44 pi/pg de protéines/h. figalement, Kooistra and Lloyd (1985) rapportent que 
i'albumine subit une dégradation intra-lysosornale tandis que ce n'est pas le cas 
pour toutes les protéines. L'insuline, par exemple peut soit être dégradée à 
l'intérieur de la cellule mais également à la surface. 
Nyberg et col. (1999) ont étudié l'effet d'ajouter la dégradation des peptides 
contenus dans le Primatone Ri, dans le calcul des flux métaboliques. Ils ont 
démontré qu'une quantité importante d'acides aminés provient de ces peptides. 
Dès lors on peut considérer qu'une source importante de protéines, telie 
l'albumine peut aussi contri'buer à un apport en acides aminés important. 
On ajoute dans le modèle, un flux d'intemalisation de protéines. Ce flux 
d'intemalisation des protéines est en fait celui de l'albumine, dès lors on tient 
compte de la composition en acides aminés de l'albumine. La composition est en 
effet importante puisque l'analyse de sensibilité nous révélera que le calcul des 
flu métaboliques est très sensible à la mesure des protéines autant 
intracellulaires qu'extracellulaires. De plus, lorsqu'on change la composition des 
acides aminés de l'albumine pour celle des protéines cellulaires, on obtient des 
résultats de flux métaboliques passablement différents. En effet, les flux ont 
tendance à être beaucoup plus négatifs, et expliquerait en majeures partie les flux 
négatifs obtenus avec le modèle A au chapitre précédent. Le tableau 4.1 montre 
la différence dans la composition des protéines cellulaires par rapport à 
l'albumine. 
Tableau 4.1 Pourcentage massique de la composition en acides aminés des 












On voit des différences importantes notamment au niveau de la glycine. On ne 
peut donc pas mettre un seul flux de consommation et production de protéines 
puisque les compositions en acides aminés sont différentes. Le flux 
biosynthétique de protéines et celui d'intemalisation des protéines sont donc 
séparés dans le modèle. 













4.1.3 QCOs et bilan sur le NADH et NADPH, 
Le modèle est maintenant de 35x35. Avec ce modèle, on obtient un 
conditionnement un peu élevé soit de 147, Lorsqu'on ajoute un bilan sur le 
NADH, NADPH, le conditionnement de la matrice diminue à 94. Cependant en 
comparant les valeurs de CO2 mesuré versus les valeurs de CO2 calculé, on 
s'aperçoit que le modèle avec bilan sur le NADH prédit mieux les données. C'est 
donc ce dernier qui sera utilisé dans l'article intitule Metabolic Flux Analysis in 
293SF Cells during Growth and infection with an Admouira1 Vector . Dans tous les 
cas, le rang de la matrice reste à 35 et cela ne nous permet donc pas d'obtenir Ia 
mesure d'un autre flux, 
4.1.4 Analyse de sensibilité 
L'analyse de sensibilité permet d'der cerner les variables dont la précision est 
très importante. Pour cette analyse, on a fait varier une à une les mesures de 10% 
de leur valeur initiale, et on a compilé i'erreur relative moyenne sur tous les flux, 
engendrée par cette variation. Le tableau 4.2 suivant montre les résultats. Dans 
la première colonne, on a le composé sur lequel la mesure a été variée de 10%. 
Dans les colonnes subséquentes, on a pour chaque modèle pendant la croissance 
et Yinfection, Yerreur relative moyenne et maximale sur toute la durée de 
Yexp&hentation. La dernière ligne donne la somme de toutes les erreurs. Nous 
avons effectué cette analyse sur une culture en mode cuv& pendant la croissance 
et l'infection (Batch 1 et Inf B), qui seront expliatés à la section suivante. 
Iviriation sur : kroissance IMection lcroissance IMection 1 
Tableau 4.2 Erreur relative moyenne maximale sur les flux méi 
d'une variation de 10% sur une mesure. 
Modèle 35x35 
Glu tamine 48,32 35,28 270,31 107,72 
Glutamate 0,42 0,32 7,92 2,82 
Membrane 0,94 0,95 62,45 7,43. 

































Les mesures engendrant des erreurs de plia de 100% sont le glucose, le lactate, et 
dans certains cas, la glutamine, l'asparagine, les protéines, l'ADN, la valine, la 
lysine, l'ammoniac, l'oxygène et le CG. Les mesures engendrant des erreurs de 
moins de 10% dans tous les cas sont le glutamate et l'aspartate. Les mesures ont 
été effectuées soit par HPLC ou encore par le Biolyzer et nous avons une bonne 
confiance sur ces mesures. ll en va de même pour la mesure de l'oxygène, 
mesuré par une sonde dans le milieu. Une des erreurs possibles avec la mesure 
de q02 provient du kLa qui varie avec le volume de milieu. Comme, on doit 
effectuer beaucoup de prélèvements pour les analyses, le kLa va donc varier (voir 
figure 4.1). Pour la mesure de protéines, il est plausible que la méthode d'analyse 
utilisée engendre des erreurs. En effet, la méthode utilise une courbe-étalon avec 
l'albumine et est basée sur l'oxydation de certains acides aminés aromatiques. Or 
la composition en acides aminés diffère entre les protéines cellulaires et 
l'albumine et une erreur de l'ordre de 10"h peut être engendrée. Pour ce qui est 
de l'ADN, on observe une sensi'bilité accrue pou la croissance avec le modèle 
NADH /NADPH, la sensibilité varie d'un cas de figure à l'autre. Pendant la 
croissance on sait que le pourcentage d'ADN ne varie pas tellement, il faut 
cependant être prudent pendant l'infection. Une évaluation inadéquate pourrait 
entraîner des erreurs sur l'évaluation de ces flux. 
2600 nw 2800 2900 3000 3t00 
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F i a r e  4.1 Variation du K L ~  dans i'eau en fondion du volume à 100 rpm. 
En regardant les deux moddes utilisés, on voit que le modèle le plus simple est 
celui qui engendre le moins d'erreurs. Cependant nous préférons utiliser le 
modèle incluant un bilan sur le NADHINADPH puisqu'il semble être plus 
descriptif de i'état physiologique des ceiides comme il est démontré dans 
l'article : 293SE Metabolic Flux Analysis during Gmwth and Infeciion with an 
Adenmirus. 
4.2 Analyse des flux métaboliques dans la cellule 293 SF pendant la 
croissance et l'infdon avec un vecteur adénovirus. 
Cette section présente l'article intitulé B 3 S F  Metabolic flux Analysk duting Cell 
Growth and Infection with an Adenowhl Vector. Cet article a été soumis à la 
revue Biotechnology Progress. Le but de cette &ude est donc d'évaluer les flux 
métaboliques de la cellule 293SF en milieu LC-SFM pendant la croissance et 
l'infection avec un adénovirus codant pour une protéine fluorescente verte 
(GFP). On a utilisé différentes conditions de d t u r e  dans cette étude. Deux 
cultures en croissance ont été faites en cuvée et une autre en alimentation 
continue de glucose à faible concentration (1mM). Les infections ont été faites soit 
en mode cuvée avec changement de milieu au moment de l'infection et ajout 
d'acides aminés, stratégie donnant lieu aux meilleurs résultats, ou encore en 
mode cuvée alimenté avec acides aminés, glucose et glutamine concentrés sans 
changement de milieu au moment de l'infection, stratégie plus simple à utiliser 
mais donnant pour l'instant de moins bons résultats. 
Des différences au niveau du métabolisme ont été observées entre la croissance et 
l'infection ainsi qu'entre les différentes stratégies d'alimentation. Ceci améliore 
donc notre connaissance du métabolisme cellulaire et permettra d'en déduire de 
nouvelles stratégies de production. 
293 SF Metabolic Fiux Analysis during Cell Growth and Infection with an 
Adenoviral Vector. 
1. Nadeau,'J D. Jacob, l M. Perrier? A. Kament 
1Institut de recherche en biotechnologie, CNRC, 6100 avenue Royalmount, 
Montréal, Québec H4P 2R2, Canada; &le polytechnique de Montr6a1, Campus 
de l'université de Montréal, Montréal, Québec, Canada. 
Metabolic flux quantification of celi culture is becoming a crucial means to 
improve ce11 growth as weli as protein and vector productions. The technique 
allows rapid determination of cell culture stahis, thus providing a tool for further 
feeding improvements. Herein, we report on key results of a metabolic 
investigation using 293 cells adapted to suspension and senun-free medium 
(293SF), during growth and infection with an adenoviral vector encoding the 
Green Fluorescence Protein (GFP). 
The mode1 developed contains 35 fluxes, which include the main flues 
glycolysis, glutamùiolysis and amino aads pathways. It requires spec 
consumption and production rate measuremeents of amino acids, glucose, lactate, 
NH3 and Oz, as well as DNA and total proteins biosynthesis rate measurements. 
Also, it was found that extracellular protein concentration measusement is 
important for flux calculation accuracy. 
With this model, we are abte to descrii  the 293SF c d  metabolism, grown under 
different d t u r e  conditions in a 3-L controlled bioreactor for batch and fed-batch 
with low-glucose. The metaboiism is also investigated during infection under 
two different feeding strategies: a fed-batch starting at the end of the growth 
phase and extending during infection without medium change and a fed-batch 
after infection foilowing medium renewal. 
Differences in metaboiism are observed between growth and infection, as weil as 
between the different feeding strategies thus pmviding a better understanding of 
the general metabolism. 
Metabolic flux analysis during infertion with adenovirus. A. Kamen; Institut de 
recherche en biotechnologie, 6100 Royahount, Montréal, Québec, H4P 2R2, 
Canada, phone : (514) 496-2264; fax : (514) 496-6785; Amine.kamen@nrc.ca 
Introduction 
Recombinant adenovùus is now an established tool for gene delivery and a 
promising viral vedor for gene therapy (Kay and Woo, 1994; Trapnell, 1993; 
Trapneii and Gorziglia, 1994). The 293-Human Embryo Kidney cells, preferably 
adapted to suspension, are the complementary celis mainiy used for the 
production of recombinant adenovinises. However, three major limitations are 
still to be overcome before the technology is €ully established. These limitations 
are safety, immunogeniaty and eventually gene packaging capacity (Briand and 
Kahn, 1993). This is addressed by the re-engineering of adenovirus vectors as 
weii as associateci complementary ceii Lines. Originally, the recombinant 
adenoviruses are engineered as defective vectors since they c m  not replicate in 
normal cells but only in 293 cells containhg the El replicative-essentiai region of 
adenovirus. These recombinant adenovinises are used in 18% of the gene 
therapy ciinical trials, which irnpbcate mainly the CFTR gene tramfer (cystic 
fibrosis transmernbrane conductance regulator) (Boucher and Knowles, 1994; 
Crystal et al., 1994), but also the TK gene (thymidine kynase) and the p53 gene 
both for the treatrnent of certain cancers. It may dso be used for other monogenic 
or chronic diseases. 
In order to produce clinical grade viral vector stocks, large volume and high- 
density cell culture are required. The freshly produced adenoviral vector must be 
purifieci from residual ce11 debris, serum proteins, etc. before application in 
clinical trials. In order to facilitate the purification process, senun-free medium is 
now increasingly used. Therefore, a 293 cell line was adapted to grow in senun- 
free medium (293SF) (Côté et al., 1998). However, to improve the production of 
adenoviruses with this celi line and medium, a robust process must be developed 
to operate highdensity suspension cultures of 293 cells. A fed-batch process is 
the rational way for proceeding towards this objective. Previous studies with 
293s cells in suspension, in conventional medium with 5% senun, have 
demonstrated that addition of glucose and amino acids pennitted infection at a 
ce11 density of 3x106 cells/ml without compromising the specific production of 
the recombinant protein expresseci (Garnier et al., 1994; Nadeau et al., 1996). The 
titers reached are in the range of 2000 pfu/d. Also it was proven that a Iow- 
glucose fed-batch culture contriiutes to limit lactate accumulation in the cultures 
and associated toxic effects on c d  growth and adenovirus expression. 
Metabolic flux analysis is a powerful tml that permits the evaluation of 
biochemical rates inside the c d  on the basis of simple measurements and mass- 
balancing techniques. It is inincreasingly used to evaluate cultures and optimise 
processes. In this report we used a metabolic mode1 of 35 fluxes, dedicated to 
study the 293 cell metabolism during growth and infection by an adenovinis 
vector, which include the catabolism pathways of glucose, glutamine and 17 
amino acids. 
This work was initiatecl to study the 293SF ceIl metabolism in the same 
conditions as the original ceil line with serum supplementation. It was fùst 
shown that the titers in SFM were lower than those obtained in the original 
process, reaching levels of 500 pfu/ml. This metabolic flux study evaluâtes the 
effect of different culture conditions on the cell's central metabolism, and 
identifies metabolic patterns during growth and infection. The analysis will also 
permit to identify which pathways are used to fulfil the energy requirement of 
the ceil in order to design in the fuhue the best feeding strategy for these cells. To 
our knowledge, this is the first metabolic flux analysis with the 293 cells during 
growth and infection. 
Material and methods. 
Cells, medium and virus 
The 293SF celis were derived h m  human kidney fibroblasts transformecl with 
Ad5 DNA and express the E1A and E1B proteins constitutiveiy (Graham et ai., 
1977). The 293SF were obtained by adapting 29% ceils in serum-free medium 
(Côté et al., 1998). The 293SF cells were maintained in a 50 ml shake flask at 3TC, 
7% C a ,  by diluting twice weelciy to ce11 densities of 1 to 2x10' cellslml with the 
medium described herein. After 3 months of sub-culturing, the cells are 
discarded and a new aliquot is thawed. 
Low calcium senun-free medium (LC-SFM) was prepared from H-SFM (Gibco, 
Grand Island, NY). The medium was completed with 0,1% (v/v) lipids (Gibco), 
O,lOh (v/v) BSA (intergen Company, Purchase, N'Y) and 0,1% (v/v) Pluonic F-68 
(Gibco, Grand Island, N'Y). For the low glucose fed-batch, the process is 
described elsewhere (Siegwart et al., 1999). For the fed-batches, a mixture of 
glutamine 400 mM (Sigma, St-Louis, MO), glucose 300 g/L (Sigma) and MEM 
Amino acids (Gibco) is used. 
The adenovins used for infection, was an adenovirus type 5 containing the 
Green Fhorescence Protein (GFP), under the control of the CMV promoter (Ad5 
GFPq). nie viral stock titer was 75x10" p f u f d  
The cultures were done in a Chemap CF2000 (Mannedorf, Switzerland) 3.5 L 
bioreactor and 20 L bioreactor for the low-glucose fed-batch. The 20L culture 
conditions with low glucose fed-batch are describeci elsewhere (Siegwart et al., 
1999). For the 3.5 L, the vessel was equipped with four surface baffles and two 
marine impellers. The temperature was maintaineci at 37T with a water jadcet. 
Dissolveci oxygen and pH probes were mounted for monitoring and control 
purposes. The pH was controlled at 7.1 by intermittent addition of 1 M NaOH. 
DO was not controlled at the beginning of ce11 growth and the vessel was 
supplied with air having 10% COz but as soon as it dropped to 30% air saturation 
it was controlled at this level. The control was operated with a PI and mass ffow 
controller programmed on FiX MMI software ( Intellution, Nonvood MA). ûn- 
line data acquisition was also performed with the same software. 
Ce11 culture conditions and infection 
Cells were i n d a t e d  at around 0 .3~10~  cells/ml from two 500 ml shake flasks in 
which the ceil density was around lxlo6 cells/ml. The cells were centofuged and 
resuspended in f k h  LC-SFM before inoculation of the bioreactor. Sarnples were 
taken every 6 to 9 hours. The cells were infecteci when the cell density reached 
1x10~ cells/ml (Batches 1 and 2). 
For the batch infection (Inf B) experiment, the cells were harvested and 
centrifuged to replace the medium with fresh LC-SFM. The virus was added at 
the same t he .  At 24 lus after infection a mixture of 1X MEM amino acid, 4mM 
glutamine and 25 mM of glucose was suppiemented. 
For the fed-batch infection (M FB) experiment, the virus was added to the 
culture in 100 ml hesh LC-SFM medium. Fed-batch was started right after with a 
flow rate of 0.01 ml/rnin inaeasing to a final flow rate of 0.06 ml/min. This 
feeding was based on previous experiments. The mixture was composed of 1%) 
ml MEM amino acids, 25 ml glucose 300 g/L and 50 ml glutamine 400 mM. 
Analyticd method. 
Viable and total cells were counted using a heamacytometer (Hausser Scientific, 
Horshaw, PA). Viability was assessecl by dye exdusion method using 
erythrosùie B. For DNA analysis, the procedure was as follows. First a sodium 
citrate buffer was prepared (SSC 20X) with 175.3 g/L NaCl and 88.2 g/L 
trisodium citrate. The pH was adjusted to 7.0. Approximately 1x106 tells were 
dismpted in SSC 1X/0,4% v/v SDS (Sodium dodecyl sulfate) for 10 min. at 37OC. 
Thereafter, Sm1 SSC 1X was added. The samples were also sonicated lightly. 10 
PL of samples were then distributecl in tripiicates in a 96 well plate, 90 PL of SSC 
1X was added as well as 100 PL of 1 mg/ml Hoescht 33258. The plaque was read 
in a fluorometer (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT) at absorbing and emitting 
wavelenght of 360 nrn and 46û nrn, respectively. The standard m e  was made 
from a stock solution of herring sperm DNA at 1 mg /ml (Sigma) and diluted in 
SSC 1X ranging from 50 to 3.12 pg/ml. 10 PL of one sample was added to the 
standards in order to rnimic the sample conditions. For the dry weight 
estimation, approximately 1xlW cells were pelleted in a pre-weighted tube of 1.5 
ml. The pellet was dried in an oven at 6ûoC for about 48 hours or until the weight 
remained constant (Xie and Wang, 1994). Total protein and extracellular proteins 
were assayed using the Dc Protein Assay @io-Rad, Hercules, CA). Prior to the 
analysis the 1x106 cek  pellet was disrupted using the foiiowing buffer: 0.5% 
Triton X-100, IrnM EDTA, 0.2mM phenylmethylsulfonylfluoride ( M F )  (Xie 
and Wang, 1994). For analysis of arnino acids in the supernatant, an HPLC 
column was used as describeci elsewhere (Kamen et al., 1991). For determination 
of cells' amho acid content, a 1x106 cells pellet, washed twice with PBS, was 
hydrolysed in a 2M HU solution for 24 hrs at 100C The pellet was then 
neutralised and filtered prior to HPCC analysis. The Biolyzer (Kodak, New 
Haven, Connecticut) was used for the analpis of glucose, lactate and ammonia. 
The virus titer was assayed as follows: id06 2935 cells were distributed in a 6 
welis plate, with 1 ml fresh DMEM without calcium, 5% BCS (rryclone, Logan, 
UT). The virus was released with three freezethaw cycle and diluted in Cresh 
medium. 25 pl of the dilutions was added to the wells. Incubation was held 20 
hours with agitation. The ce11 pellet was fixed with 500 @ PBS and 500 pl 4% 
formaldehyde at 40C for 30 min. Percentage of fluorescent cells was done with 
Flow Cytometry (FACS). One fluorescent c d  corresponds to one infectious 
particle p) when less than 30°h c d s  were fluorescent. 
Metabolic model 
The metabolic model used in this study involves 35 flues. The mode1 is derived 
fiom a previous version detailed in Nadeau et al. (2000). Glycolysis, 
glutaminolysis, amino a d  degradation, TCA cycle, protein production and 
intenialisation are considered. 
As previously rnentioned, some fluxes were set to zero. Many authors (Bonarius 
et al., 1996) have reporteâ that the glutamate dehydrogenase activity is very low 
in animal cells. Cpsteine contributes mainly to the formation of ghtathione and 
thedore, is not included ui the model @amai, 1986; Bannai and Tshii, 1988). 
Tryptophan is an intermediate to NAD+ and NADP+ component and thedore, 
is also not included (Brown, 1996). Threonine can undergo several pathways, but 
as suggested by Salway (1994), the degradation to pyruvate may be the main 
pathway. We also did not consider the pentose-phosphate cycle in our analysis, 
asswning that all the niose-5-phosphate (Ri=) goes for the formation of 
nucleotides. Also the three main anaplerotic readions were pooled in one 
reaction. We also considered that the cell tends to maintain a constant pool of 
NADH and NADPH as well as other intraceilular nutrients. This assumption is 
called pseudo steady state (Bonarius et al., 19%; Bonarius et al., 1997; Schmidt et 
al., 1998) and will be discussed later. 
In this model, a flux for the protein internaikation was added. Cells proceed to 
pynocitosis and endocytosis, to incorporate directly extracellular medium and 
some macromolecules. Tn our serum-fiee medium the main source of protein is 
Bovine Aibumin S e m  (SA)  at 1 g/l, foilowed by transferrin (0,Ol g/l) and 
insuiin (0,Ol g/l). Therefore, we can consider BSA as the only source of protein 
and as it was reported by Kooistta and Lloyd (1986) albumin can be internalized 
quite rapidly. Also they (Kooistra and Lloyd, 1985) reported that albumin is 
degraded predominantly inside lysosomes in the cell. Some authors (Nyberg et 
al., 1999) have already considered the intenialisation of small peptides in their 
flux calculation and they have reported better modelling over results obtained 
neglecting protein internaIisation. 
Also we adapted the metabolic mode1 to infdon. It is important to consider the 
DNA replication due to an adenovirai infection. Tt was aiready demonstrated 
that cellular DNA is completely inhibited after infection (Pina and Green, 1969). 
Hodge and Scharff (1969) have demonstrated that the cellular DNA shut-off 
starts after 9 hrs of infection, no natter in which phase the cells are upon 
infection. Cells in G1 phase will stop to grow and therefore, will not double but 
cells in S phase will stop only in G1 phase and therefore, cells will double once 
again. Thus it is not surprishg to see 50-75% of cell growth after infection. At 24 
hrs after infection, 106 new viral genomes are formed per cell (Green, 1967; 
Green, 1970; Pina and Green, 1969). After infection, no new cellular messenger 
RNA (mRNA) is formed and it is reported that at the last phase of infection up to 
95% is viral mRNA (Lindberg et al., 1972). Thuç RNA measurement is less 
important since messenger RNA quantity remains unchanged in steady state 
(Babich et al., 1983; Philipson et al., 1975). It is also reported that the host protein 
synthesis is inhibited early after infection and relayed by the viral protein 
synthesis (White et al., 1969). 
From this information, the cells dry weight, as well as its protein and DNA 
content appears important to be measured. It is assumeci that RNA synthesis 
remains unchanged. Ais0 we have measured arnino aads composition of the 
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protein, as describeci, in order to identify potential variation between growth and 
infection. 
Rate and flux calculation. 
The consumption and production rates of the following metabolites were used in 
the mode1 for flux calculation: glucose, lactate, ammonia, 02, CO2, al1 of the 
amino acids except for tryptophan, cysteine and cystine, total intraceliular and 
extracellular protein and finally DNA, The consumption and production rates 
were calculated as follow. Samples were taken every 6 to 9 hrs except for 0 2  and 
C a  which were monitored, on-line. intermediate points were interpolated 
every hour using polynomes. Then the slope was evaluated in order to estirnate 
the rates. 
Where X is the cellular concentration. 
We then have a 35x35 matrix of stoechiometric coefficient with a rank of 35 and a 
condition number of 147. Usually a condition number around 100 is 
recommended for flux caiculations. We added an extra steady-state hypothesis 
on NADH and NADPH, thus providing a matrix of size 36x35, with a rank of 35, 
while this new measurement does not permit an extra flux caldation. Also the 
condition nwnber reduces to 94 which is now acceptable. 
If we apply a mass balance around the biornass, we have: 
Where S is the intemal cellular concentration of metabolites, K the 36x35 rnahix 
of stoechiometric coefficients, F the vector of 35 fluxes, DS, represent the dilution 
due to volume variation of the cells and -Q+P represents the vector of the specific 
consumption and production rate of metabolites. We assume that the ce11 voIume 
does not change and that the interna1 metabolite concentration does not Vary 
over a short period of time. This assumption is referred to as pseudo steady-state 
assumption (PSS assumption). These assumptions are used for flux calcuiations 
by many authors (Bonarius et al,  1997; Pis- and Henriksen, 1998; Savineil 
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and Palsson, 1992; Takiguchi et al., 1997). This simplifies the equation to an 
algebraic system of linear equation: 
And F can be resolved: 
F = pseudoinverse(K) .(Q - P )  
The f h e s  shown were divided in four main groups, i.e. (i) the main fluxes of 
glycolysis, (ü) the main fluxes of glutaminolysis, (iii) amino aad  fluxes and (iv) 
the Krebs cycle flues. The glycolysis fluxes are composed of FI, glucose Co 
pyruvate; F2, pyruvate to lactate; F3, pyruvate to Krebs cycle. The glutaminolysis 
fluxes are F ~ w ,  the net flux of glutamate to alpha-ketoglurate, which comprises 
all transamination reactions; F&, the net flux of glutamine to glutamate, which 
also indudes the transamination process of aspartate to asparagine; and finally 
F4 the production of alanine. The amino acid fluxes represent the fluxes of 
different essential amino aads to the Krebs cycle or the glutamate pool. The 
Krebs cycle fluxes are also shown: F30 and F31 are the fluxes h m  Acetyl-CoA to 
alpha-ketoglutarate and the fluxes F32, F33, F34 and F35 are the fluxes on the W 
side of the cycle. FI0 represents the anaplerotic pathways in which components 
such as malate and oxaloacetate are recycled in the glycolysis pathway as 
pyruvate or oxaloacetate. See figure 4.2 and table 4.3 for more details on the 
biochemical reactions. 
Table 4.3 Biochemical reactions 
FI GLUC e PYR + 2 ATP + 2 NADH 
F, PYR +NADH + H 4 -  LAC 
F, PYR + CoA ACCoA + NADH + CO, + H * 
F, PYR + GLU e ALA +a - Km0 
F, GLU a u - K E T O  +NADH + N H 4  
F, OXA + GLU e ASP + a - KETO 
F, GAP + GLU 3 SER + a - KETO + NADH 
F, GLN + H,O * GLU + NH ,* 
F, 2GW + K ASP + RIB 5 P + XGLY + 6 X ATP + X NADPH * 
ADN / ARN + K NADH + K FUM + 2GLU 
F,,, MAL * PYR + CO, + NADPH + H * 
FI,, PYR +ATP +CO, OXA + H *  
F,, ASP + GLN + ATP - ASN + GLU 
F,, GLU +ATP +2NADPH +2H '  a PRO 
FI, SER w GLY 
FI,, GLC 6 P +  ATP RibSP+ZNADPH + H *  +CO, 
F, GLN Carboxylic Acid Pyrolidone + NH , 
FI, 2x(9CiT +17ATP +9CoA +ldNADPH )a AcOLE +l8OXA 
FI, SER =, PYR + NH , 
Fl,THR *COZ+2NADH +2H*+FADH ,+NH4+PYR 
F,,GLY a CO,+NH,cNADH + H e  
Fm î ï E  + O , + a -  KETû a PYR +GLU 
F,,LYS +2a-KETO +NADPH 2ACCoA +2COZ+4NADH +3H*+FADH ,+2GLU 
F,,LEU + a - K E T O  +ATP a3ACCoA +GLU +CO,+NADH +H*+FADH , 
F, ILE +a - KEîU + ATP * SUCCoA + ACCoA + CO , + 2 NADH + 2 H *'+ FADH , + GLU 
F,VAL +a-KETO +ATP SUCCoA +3NADH +H*+FADH ,+2CO,+GLU 
F, MET + S E .  +2ATP CîE +SUCCoA +NADU + H * + C O , + N H ,  
Fa PHE +O,+ NADPH + H *  =, TYR 
F,TYR +a-KETO +20,*  FUM +2ACCoA +GLU 
Fa AUG +a-CET0 2GLU +NADH + H + + u n a  
F, HIS GLU + NH , 
Fm 0XA + ACCoA CIT 
F,,CIT * a - C E T 0  +CO,+NADPH + H *  
F,a-CETO =, SUCCoA +NADH + H * + C O ,  
F, SUCCoA =s FUM + ATP + FADH , 
F, FUM w MAL 
F, MAL e OXA + NADH + H *  
Fimite 4.2 Metabolic network. a-Keto, a -mutarate  ; Ac-CoA, AcetylOA ; 
AcOle, Oleic acid ; arginine ; Asn, asparagine ; Asp, aspartate ; Cit, 
citrate ; Ck, cysteine ; Fum, fumarate ; Gluc, glucose ; Gln, glutamuie ; Glu, 
glutamate ; Gly, glycine ; His, histidine ; ne, isoleucine ; Lac, lactate ; Leu, 
leucine ; Lys, lysine ; Mal, malate ; M e t  methionine ; Oxa, oxaloacetaîe ; Phe, 
phenylalanine; Pro, proline; Pyr, pyruvate; RiMP, n'base-5-P; Çer, serine; 
SucCoA, succinyl-GA ; Thr, threonine ; Tyr, tyrosine ; Val, valine ; XuSP, 
rciluloe5-P. 
pC02 measurements were used to ver* if the rnodel was predictive. We codd 
compare the pC& calculatecl with the mode1 tu the pC02 measured in the 
culture. If we apply a COz mas balance in the liquid phase, we have: 
Where VL is the liquid volume, C the concentration, k~Cma the C G  liquid 
tramfer rate and k~ and ki are the direct and reverse rate constant for HK03 
dissociation. At the operating pH (around 7.0), HzC03 is solely in a dehydrated 
form: Ha + C G .  Furthemore HCa' is not decomposed to H' and CO,-. 
Therefore, this equiliirium madion is not considered in the evaluation of CER. 
Concerning the equilibrium reaction between HCQ- and H2C03 ( present in the 
form of COz ), we consider that when a smali pH variation occurs in the 
medium, the equiliirium is rapidly attained. These assumptions lead to the 
foliowing equality: 
If we apply a C a  mass balance in the gas phase, we have: 
Where P is the pressure, Vp is the gas volume ut the headspace, R the gas 
constant, T the temperaturer x E m  and X C ~  the C a  gas molar fraction at the 
entrane and exit respectively and Fg is the gas flow rate. Combining the two 
mass balances, we have: 
The last assumption will be verifieâ in a desorption analysiç, in order to verify if 
the C a  concentration varies in the medium. If there is no ce115 in the medium, 
the preceding equation simplifies to: 
And thetefore, it is pomile to study the C a  desorption in different cases of 
incoming Ca. Here we studied the desorption in water with 245 g/l of 
NaHCa and an adjusteci pH of 6.88 in order to mimic the conditions of LC-SFM. 
The incornhg air was at 300 &min, with 21% Q and O/&@ varying h m  O to 
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10%. The pH remained constant during the experiment therefore, it is valid to 
neglect the equilibrium reactions. If the desorption terrn is negligible, then a 
good approximation is then: 
Some authors (Gray et al., 1996; Nyberg et al., 1999) used this approximation, but 
they had a terni of incorning and outcoming medium because they were in 
perfusion. Here, no k h  medium was added, instead fed-batches were operated 
and nutnents were added at low rates. 
Sensitivity analysis 
Sensitivity analysis is used to investigate which are the measurements that 
require a good precision. We simulated a 10% variation on each measurement, 
we calculated the fluxes and sorted the mean relative error overall the fluxes, this 
for every tirne point. Then the maximum relative error was sorted overall the 
time points and compilecl in the r d t  section. 
lntracellular concentration. 
The intracelldar concentration was also investigated in order to verify the 
validity of the pseudo steady-state assumption. The samples were prepared as 
follows. 1x107 ceUs was pooled in a 1.5 ml vials and centrifuged at 14 000 rpm for 
1 min. The pellet was then rinçed twice with cold PBS and freezed immediately 
on carbonic ice. If not used immediately, it was frozen at -800C. For glucose, 
lactate and ammonia analysis, the samples were thawed on ice and 0.4 ml of 
perchioric aad at 1M was added. Tubes were immediately vortexed and dowed 
standing 5 minutes. Then, 0J25 mi K m  2M was added and a precipitate 
appeared. 0.05 mi triethanolamine O.SM/EDTA 5 mM pH 7.6 was added to 
neutraiize the pH. The sample was then filtered on a 0.2 microns membrane and 
the supernatant was ready to use. 
For amino acid analysis, we added 0.5 to 1 ml of 0,5M perchlorîc aad, the cd 
pellet was then vortexed and ailowed standing for 5 minutes on ice before it was 
sent for amino acid andysis. 
The internai variation rate was then calculateci and converted to an external 
variation i.e. the variation was considered on the external volume basis as follow 




Table 4.4 presents the sensitivity analysis that was performed on the mode1 with 
the data of Batch 1 and Tnf B. Measurements that are very sensitive are glucose, 
lactate, glutamine, asparagine, DNA, extracellular proteins, lysine, arnmonia and 
oxygen. Measurements that do not lead to si@cant enors are glycine, 
aspartate, glutamate and methionine measwements. For the other 
measumnents, the mors are case dependant. Al1 the methods presented good 
reprodua'bilities and were done with standard curves. The only measwement 
that rnay present an errer higher than 10% is the cells' total protein content, 
whîch was done with a standard curve using aibumin. Since the albumin and c d  
composition in amino acids are not identid, we can misestimate the total 
protein content. Fortunately, this measurement is not the most mitive.  
Table 4.4 Maximum mean relative error over time on metabolic flux when a 10% 
variation is processed on a measure. 
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Most of the previous analysis (Bonarius et al., 1997; Pissarra and Hennksen, 1998; 
Savine11 and Palsson, 1992; Takiguchi et al., 1997) were done in chemostat in 
order to maintain homeostasis in the cells. But in this study, the experiments 
were done in the same conditions as in the process, which consists in a fed-batch 
followed by a lytic infection. Therefore, the PSS asûumption had to be verified. In 
table 4.5, we report the variation in the concentration that occured over 72 hrs in 
cells. The first column gives the resuits obtained by çchmid and KeUer (1992). 
Columns 2 and 3 give the actuai concentrations that were measured at the 
beginning of growth and after 72 hrs. The fourth column gives the variation over 
tirne. The fifth column gives the variation reported to the extemal volume. The 
sixth column is reported on the number of cells and is to be compared to the 
actual specific rate of consumption and production of the last column. 
Table 4.5 IntraceUular concentration and intraceliular nutrient variation. 
Schmid Jnternai Eqicivalent Equivalent specific rate 
(1992) Rate extemal specific rate consumption 
rate 6) ( 3 5 W  
(1) (2) (3) (4) (5) (7) 
Time O 72mM/hts mM/hrs mmole/h* mmole/h* 
x109 cek x109 cells 
lactate 51.91 51.91 0.00 0.00 0.00 5.79~10' 
ammonia 4.90 4.96 -8.01~10~ -1.84~10-~ -1.54~10*~ 4.51~10" 
We see in table 4.5 that the interna1 concentration variation is at least 100 times 
lower than the actual specific rate of consumption and production in the 
medium, it represents in the worst case 1% of the actemal rate. Thsefore, fiom 
these observations we can conclude that the pseudo steady-state assumption is 
Cell Composition 
In table 4.6 are compiled r d t s  on the ceii composition for cell growth. We 
report data on total protein, DNA and RNA as weli as dry weight. The values 
represent mean values over 2 to 3 samples taken during ce11 growth. 
In general, data seem consistant with what is reported in Literature (Xie and 
Table 4.6 Cell composition 









293 cell, but DNA varies fiom 1% to 5%. These values in pg/cd are used in the 
293 5-19s 293SF/Batch 1 293SF/Batch 2 Xie (1994) 
Nadeau (2000) 
Mean % Mean )b Mean % Mean % 
(pg/celi) w/w (pg/cd) w/w (pg/cell) w/ w (pdcell) w/w 
279.00 288.00 302.50 250 
178.83 64.10 161.00 55.90 179.70 59.40 lû3 73.2 
69.00 24.73 33.75 13.5 
11.09 3.97 15.80 5.49 5.80 1.92 3.5 1.4 
9.5 3.8 
Figure 4.3 presents the dry weight, total protein and DNA content of the c d s .  
We see that this content varies during infection. For Inf B the dry weight, amount 
of DNA and total protein increased after infection reaching maximum values 
between 35 and 40 hours. While the DNA content increased throughout infection 
and continues to increase after 35 hours, in M FB, the DNA content decreased 
after a certain the .  
'"O, 1 20.00 
B 
0.0 1 0.00 
10 20 30 40 50 60 
Tfmo poatJnfectîon (h) 
Fi- 4.3 Dry weight (DW), Total proteins (Tl?), and DNA content of 293 SF cells 
during infection. 
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The next graph (figure 4.4) shows the percentage of amino acids in total protein 
during growth and Uifection. The variations are not significant therefore, we 
used a mean value over time to include in the matrix of stoechiometric 
coefficient It was show that these variations did not affect the flux calculation 
significantly (results not shown). 
&gue 4.4 Amino acid composition of total proteins in 293SF cells during 
infection. hpi : hours p o s t - W o n  
CO2 desorption 
Table 4.7 shows the desorption of C a  as it was measured according to the 
procedure described in Material and Method. 
Table 4.7 Rate of CO, desorption. 
From these results, we see that at higher COz concentration, the desorption rate 
was also higher as the pH decreased. We also concluded that these values were 
100 times lower (data not sh0wn)tha.n the CER, and therefore, the CO, 
desorption due to HCO; c m  be neglected for the caicuiation of pCOP 
Figure 4.5 presents the caldated and measured pCQ for the model, which 
includes a balance on NADH and NADPH. We see clearly that in figure 4.5 both 
series foiiowed the same trend. Adding the NADH/NADPH balance to the 
model is more approptiate as it was also shown previously by other authors 
(Bonarius et al., 1996; Bonarius et al., 1997; 5chmîdt et al., 1998). 
Fimm 4.5 Cakulated qCOz with the mode1 versus measured qCOz. 
Ce11 Grmuth? glucose and glutamine ~ ~ ~ 0 1 1  and lactate and ammonia 
produdion. 
Prior to any metaboiic flux cakulation and in order to aüow the reader to get a 
sense of the raw data obtained for the five experimen& consumption and 
production rates of the main metabolites are presented in figure 4.6-a to e. 
in figure 4.6af the cell concentrations are shown for all the experiments. During 
the batch culturesf c& haci similar p w t h  curves. However, the c d  
concentrations at 60 h were resmvely 1.7~10" celb/ml and 1.2~10~ ceiis//ml. 
Batch 2 reached a plateau phase much earlier than Batch 1, ri@t after 40 hours of 
growth. In the fed-batch with low-glucose (fed-batch LG) the cells reached a 
plateau at around 45 hrs. The viability during growth phase was always above 
90% in al1 cases (not shown). For the infection phase, we observed 50% growth 
for Inf B in the first 12 hours but for the Inf FB we observed up to 100% growth 
aher 24 hours. After the cell densities reached a maximum, the viable cell count 
deaeased in both infections. 
In figure 4.6b, we see that the total glucose consumption for the fed-batch with 
low glucose concentration was also very low. The two batches followed the same 
glucose consumption. For Inf B with medium replacement the glucose 
consumption was slightly higher than Inf FB without medium replacement, 23 
mM versus 20 mM. Figure 4 .6~  presents the total glutamine consumption. The 
fed-batch with low glucose and batch 1 had the same glutamine consumption. 
The batch 2 had a slightIy higher total glutamine consumption, 1.9 mM versus 
1.2 mM for the other growth experiments. The glutamine consumption 
diminished at around 30 hours. During infection, the glutamine consumptions 
were higher, 2- for In€ B and 8.2 mM for M FB . Figure 4.6d presents lactate 
production. As  expected, the fed-batch with low glucose showed the lowest 
lactate production, 8.4 mM. The two batches followed the same trend, with 18 
mhf and 16 m .  for Batch 1 and 2 reqwctively. The infection experiments both 
showed a higher lactate production, 48.5 mM for M B and 37.1 for M FB. 
Noteworthy, M FB which had no medium replacement had a lower production 
even though it started with Iactate at 15 mM. Finally, figure 4.6e shows the 
arnmonia production. The production of amrnonia was not constant and a lot of 
singularities were observed. Batch 1 experiment had a starting ammonia 
concentration of 0.7 mM showing that glutamine was already degraded in the 
medium. However, no more ammonia was produced than in the batch 2 and fed- 
batch LG. The three runs produced approximatdy 1.5 mM. During batch 1, the 
production was not very high at the beginning but increased between 20 and 30 
hours and decreased afterwhile. The infections showed a high ammonia level 
especially for the fed-batch, which produced approximady 3.5 m M  compared to 
the batch which had produced 2.5 rnM. An inflexion point was also observed for 
Inf B at 20 hours and at 28 hours for Inf FB. 
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Fime 4.6 Cd growth (a), Total giucose consumption (b), Total glutamine 
consumption (c), Lactate production (d), Ammonia production (e), Virus titer (f) 
during growth and infection for each expaiment. 
Virus titer. 
We see in figure 4.6f that in the two infections experimentsI the maximum titer 
was attained around 45 h after infection. During Inf B, up to 400 p h / d  was 
measured but for Inf FB, the virus titer was reduced to 75 pfu/ml, showing that 
this experirnent did not produce as expected, suggesting that limiting nutrient 
conditions or inhibitory metabolite levels were reached, 
Flux calculation 
In order to analyze the data further and to understand differences in rnetaboIism, 
a flux analysis was completed integrating key nutrient measurements. Fluxes 
were segregated in four groups as explained in Material and Methods. Flux 
computations were started ai 20 h pst-inoculation for Batch 1, Batch 2 and Fed- 
Batch LG to avoid lag phases and transitory regimes and were started at 10 h 
post-infection for In€ B and Inf FB. Figure 4.7 shows the main glycolytic fiuxes, 
the flux from glucose to pyruvate (FI), the flux to lactate (F2) and the flux to 
Acetyl-CoA (F3). The first two graphs (figure 4.7a and figure 4.7b) show the 
glycolytic fluxes for both batches 1 and 2 Noteworthy, the flux to acetyl-CoA 
(F3) are negative until50 h of growth. For the fed-batch with Iow glucose (figure 
4.7~)~ the fluxes M and F3 were 3 times lower compared to the batches and F3 
was aiways slightiy negative. For the two infections (figure 4.8), the glucose 
fluxes were approximatdy constant. The lactate flux (F32) reached a peak at 
around 40 h for the batch (id B) and 50 h for the fed-batch (in€ FB). F2 in Inf FB 
was approximately M-tirne lower compared to inf B. The glycolytic fluxes (FI) 
are simiiar to those in the growth phase whiie F3 was mostly positive during the 
two infection experiments. 
Figure 4.9 shows the main glutaminolysis fluxes which comprises F8tot, the sum 
of all the fluxes from glutamine to glutamate, FSm the sum of dl the fluxes from 
glutamate to a-ketoglutarate and finally F4, the flux to alanine, one important 
product during cell cultures. The trends were very different from one experiment 
to the other. In Batch 1, the flux F8tot decreased rapidly at 29 h, becoming 
negative. For F5tot a maximum was observable for both batches, one at 22 h, the 
other at 29 In for Batch 1 and Batch 2 respectively. F4 was constant in the first 
batch but became negative at 50 h in the second batch. The fluxes F8tot and F5w 
were 2 to 10 times Iower for the fed-batch with low glucose (Figure 4.93, while 
F8tot became negative at around 58 hours. 
For the infection phases (Figure 4.10), F8w was mostly positive but two times 
higher in Inf FB, F5tot was m d y  negative in both cases, but we observed a high 
peak ktwm 28 and 34 hours for M B. These fluxes were m the sarne order of 
magnitude as in the batch growth phase. F4 was m d y  positive and low in al1 
cases as in the growth phases. 
Figure 4.11 shows the amino acids fluxes. ûuring the late exponentiai phase 
both batches fluxes reached s i d a r  level (Figure 4.11a and b). For Batch 1, we 
obsewed a perturbation in the fluxes around 27 hours, especiaiiy for 
phenylalanine (F26) and tyrosine (F27), which increased, and arginine (FB) and 
histidine (F29), which decreased. For Batch 2, we also observed a perturbation in 
the threonine flux (F18b) and histidine flux (F29) later on at 37 hours, while some 
amino acids fluxes increased, For the low-glucose fed-batch, fluxes were 
approximately 2 tirnes higher during growth but perturbations for most of the 
amino acids appeared between 50 and on. The fluxes of lysine (F22a), leucine 
(F22b), isoleucine (F23), tyrosine (F27) and valine p24) were the highest fluxes 
for the growth experimenk. 
in figure 4.12, for ln€ B a drastic inmase ai around 10 hours afier infection was 
observed and these fluxes remaineci higher than in growth phase. Up to 80% of 
the arnino acids fluxes were negative between 21 and 35 hours after infection for 
both expimentS. After 28 hours most of the fluxes increased again, reaching 
vdues as high as 0.04 mmole/lCP cells/ h for Inf FB. 
Figure 4.13 represents the Krebs cycle fluxes. During the exponential growth 
phase the flues were in the same order of magnitude for both batches but F32, 
F33 and F34 decreased at the end of the growth phase for Batch 2. For both 
batches, MO became negative at approximately 45 hours. The fluxes were up to 
two time higher for the low-glucose fed-batch (Figure 4.13~) during the first 50 
hours of growth. Interestingly MO was mostly positive at the beginning- 
For the infection phase (figure 4-14), the trends were also very different. For Inf 
B, we observed up to hvo times inaease or dwease around 10 hours and 
variations between 24 and 36 hours aftex infection. The fluxes were 
approximately two times higher than in the growth phase. For inf FB, some 
perturbations also occurred between 21 and 36 hours. For both experiments, FI0 
is mostly negative. 
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Fieure 4.7 Glycolytic fluxes Batch 1 (a), Batch 2 (b), Fed-Batch LG (c). 
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Fime 4.12 Amino acid fluxes. Inf B (a), inf FB (b). 
F i m w  4.13 TCA cycle fluxes. Batch 1 (a), Batch 2 (b), Fed-Batch LG (c). 
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Fi- 4.14 TCA cycle fluxes. Inf B (a), Inf FB (b). 
Discussion 
Batch growth 
The two batch growths were operated in the same conditions and consequently 
they had the same growth profile. Consumption and production profiies of 
glucose and lactate were simüar and the main glycolytic fluxes were also similar 
for both batches. Interestingiy F3 was negative during the exponential phase of 
both batches, showing that there must be an excess in acetyl-CoA and pyruvate 
might not have entered the Krebs cycle. Flux F3 is driven by the pyruvate 
dehydrogenase and this enzyme was shown to be inactive in a lot of transformeci 
c d ,  therefore, it is not surprishg to see low positive fluxes or even reversed 
fluxes (Mancuso et al., 1994; Petch and Butler, 1994). 
The consumption and production of giutamine and ammonium were diflerent in 
the two batches. In Batch 1, at around 15 hours, ammonia production inaeased 
and consequently F8tot (net flux of giutamine to glutamate) dropped drastically 
at 29 h, even tough glutamine was stiIl at 2mM and ammonium at 1.5 rnM. We 
have shown previously that this ammonia concentration is not yet inhibitory to 
growth (Nadeau et ai., 2000). It seemed that a hi& amxnonia production initiated 
a metabolic shift towards less glutamine consumption. By this mean, the cells 
might prevent the formation of more amrnonia caused by glutamine 
consump tion. 
But the source of glutamate had to be replenished by another pathway. Arginine 
and histidine were a good source of glutamate, but produced arnmonia too, so 
these fluxes IF28 and F29) decreased at 29 hours, while phenylalanine and 
tyrosine degradation (E26 and F27) inaeased, thus producing glutamate without 
ammonia via transamination pathways. Therefore, we see a shift in the 
metabolism from arg""e and histidine to phenylalanine and tyrosine in order to 
prevent ammonia accumulation while replenishing the glutamate pool. 
Interestingly, these changes did not seem to inhibit growth in any way. 
In Batch 1, we see that the Krebs cycle fluxes reach steady state rapidly, this can 
explain the constant growth rate for Batch 1. Batch 2 had Krebs cycle flues 
constant between 25 and 45 h but some of the flues decreased afterwards, 
resuiting in an earier plateau phase for these cells. F5bt was lower than F8w 
showing that t h e  is more glutamine consumption than glutamate consumption. 
Therefore, srnail perturbations were observed at 37 h, when the glutamine 
consumption &op. At that tirne, some amino aàds fluxes increased such as 
arginine (F28) and histidine (F29), thus replacing the glutamate source. But aiso 
threonine (Ft$b), lysine (F22a) and leucine (Fm), whidi feed the pyruvate and 
acetyl-CoA, pool. Then, the upper part of the Krebs cycle is fed and F35, MO, and 
F31 increased. But the Krebs cyde bottom part fluxes started damashg at that 
tirne. This is rnainiy due to the fact that glutamine is Iess fed to the Krebs cycle 
and other amino acids metabolisrn such as phenylalanine, tyrosine, vaIine or 
methionine are not increased leadhg to an unbalanceci Krebs cycle. AU or part of 
the above events may explain the earlier plateau phase obçerved in batch 2. 
The growth arrest in Batch 2 was not due to any observable limitations. The 
differences between the two batches may be attributed ody to the high 
giutamine consumption and ammonia prduction compared to Batch 1. 
Noteworthy, Batch 1 had already some ammonia present in the medium, 
therefore, the c d  had to regulate its glutamine consumption and ammonia 
production earlier in culture process. 
Negative fluxes that were observeci for F28 and F29 duing exponential growth 
need to be discusd. The associatecl readions are UreversibIeI so negative fluxes 
mean that the consumption rate did not meet the requirernent for protein 
synthesis that was assumed in the model. This impiies that, either the cd 
metabohm was too low to meet this requirement or that thete was an 
overestimation of protein synthesis mainly due to the rneasurement method for 
total proteins (see Material and Methodç). 
Fed-batch with low-glucose 
For the fed-batch with low glucose at ImM, there is clearly a plateau phase 
observed at 45 hours (figure 4.6). Compared to the batches most of the giycolytic 
flues and glutaminolysis fluxes were lower while the amino acids and Krebs 
cycle flues were higher. Also, the net alanine flux p4) is reversed. As previously 
reported, when glutamine or glucose consumption is reduced mammaiian cells 
tend to use more amino acids (Cruz et ai, 1999; Nadeau et ai., 2000). It is 
interesting to note that during growth phase, FI0 (the anaplerotic pathway) was 
very negative, meaning that most of the pynivate entas Krebs cycle by this way. 
The cells use the glucose in a more efficient way, by dkecting pyruvate to the 
Krebs cycle instead of metabolizing it to lactate. 
But at around 45-50 hours, a metabolic change occurred as ali the fluxes 
decreased while the ce11 growth rate diminished (figure 4.6). The only f h x  that 
stayed high was F5tot the of giutamate to Krebs cycle. This also 
corresponded to the point were glutamine consumption decreased (figure 4.6) 
even though itç concentration was still at 4mM. Since ammonia concentration 
was at 1 mM and continueci to be produced (figure 4.6), therefore, ammonia 
accumulation might not be tesponsibIe for the metabolic change. As a matter of 
0 fact, some non-essential amino acids became limiting at 50a0 hours: aspartate, 
glutamate and serine, although glutamate was produced shortly afterwards 
(results not shown). These limitations could explain the metabolic changes. 
Siegwart et al. (1999) reported in the same manner that most of the speafic 
consumption and production parameter dropped at 1x106 cells/mI during fed- 
batch with low-glucose, except for q, and the growth rate. In fa&, in the first 
growth part, the celi utilized non-essential amino acids as well as essential amino 
acids but it seerns that when the non-essential amino acids became limiting the 
ce11 shifted to a more efficient metabolism reducing the amino acid fluxes as weli 
as the Krebs cycle fluxes. But this shift also led to a poorer growth rate. 
Here again, we observed negative amino aads and Krebs cycle fluxes at certain 
thes. These artefacts may be attributed to similar reasons as exposeci in the 
preceding section. 
Infection phase 
From figure 4.6, we clearly see that the titer was much higher in the case of M B. 
This experiment had a normal infection process as it can be shown by various 
parameters. Fkst, we saw in figure 4.3, an inaease in the dry weight and total 
protein for Inf B. We know that this increase was due to accumulation of viral 
proteins, as the maximum in virus titer was also obtahed at this time. After the 
peak was attained, it seems that proteins were degraded as the total protein 
decreased. A decrease was also observed with the viral titer. However, DNA 
synthesis in In£ B is still active after the peak in viral titer. SirniIarly, Wigand and 
Kumel (1978) saw a maximum in DNA production at around 20 hours post- 
infection, which then dropped drastically. Usually DNA is stable and a drop in 
content may indicate that the ce11 integrity is affeded. Therefore, for In£ BI it is 
not clear whether the loss in titer was due to an intraceIlular process which 
affected the virion as well as the total proteins, but not DNA, or if the cell 
integrity was affected as the viability started to decrease and proteins were 
released in the extracellular medium (results not shown) or a combination of 
both phenomenons. 
For M B, the growth stopped very early. Furthmore, we saw that at 10 hours, 
there was an inaease of most fluxes. This point corresponds to the onset of 
virion production, which dearly begins at 10 hours after infection. The glycolytic 
fluxes inaeaseâ during the infection phase reaching a maximum at 33 hours. 
This observation has been reporteci before for 29% ceils (Nadeau et al., 1996). 
Although, the glycolytic fluxes and glutarninolytic remained similar to those in 
the growth phase, the amino acids fluxes and Krebs cycle fluxes are globally 
higher at the beginning of the infection. AU of these events were not observed in 
Inf FB. In both infection experiments, F3 was slightly higher showing that 
pyruvate was prwessed to acetyi-CoA which entered the Krebs cycle through 
F35. MO was also very negative at some points showing the entrance of pyruvate 
through the anaplerotic pathway. From al1 these observations, it seemed that the 
ce11 becarne more oxidative and used additional carbon sources other than 
glucose at the beginning of infection. 
A h ,  for both infection experirnents, at around 20 hours, a decrease in the amino 
acid flues is observed. At around 27 hours, a peak is observed for most of the 
amino acid fluxes. Although, the peak observed in Inf B may be caused by two 
phenomenons: infection and pulse addition- It was demonstrated that the fluxes 
were directiy correiated to their corresponding nutrient concentrations in the 
medium (results not shown), showing ttiat higher nutrient feeding and 
concentration stimulates the metablism. However, the peak observed in M FB 
was not due to pulse feeding* From the observation of metabolic fluxes profile, it 
may have been more suitable to feed the ceiis earlier in order to counteract the 
negative amino acids fluxes observai at 20 hours. As high amino acid fluxes 
were observed, we also saw a high glutamate flux (FStot), accompanied by a 
decreased glutamine flux tot), and at the sarne time the cells produced less 
amrno~a. Even tough glutarnine was fed, its flux did not increase. However, 
a tyrosine and phenylalanine fluxes @26 and F27) became higher, providing 
glutamate but no ammonia. The cells preferred amino acids to glutamine as an 
energetic source during infection. On the contrary, the ammonia production was 
very high for I d  FB. It dowed around Zû hours as in Inf B, but the production 
restarted afterwards. The cells did not regulate its production tightly as in Inf B 
and FStot, the glutamine consumption, remainecl very high. 
Another interesting point was that the highest amino acid flux is the arginine 
flux for both infection processes, This is normal if we consider that the feedings 
were done with MEM amino acids in which the higher amino acid concentration 
is arginine. Noteworthy, arginine had been demonstrated as absolutely necessary 
for adenovirus production (Bonifas, 1%7; Clark Rouse and Schlesinger, 1967; 
Heilman and Rouse, 1980; Kumel and J., 1979 ; Wigand and Kumel, 1978). Clark 
Rouse and Schlesinger (1967) had proposed earlier that arginine played a çpecihc 
role in a late synthetic step for virion maturation. Without arginine, t h e  was no 
virion production, but if arginine was added at 28 to 32 hours after infection, the 
virion production was restored. As a matter of fact, in M B, a peak is observed at 
around 29 h, which is 15 hours More the peak for adenovirus production. 
As mentioned earlier, id B had a normaI maximum titer compared to M FB. 
Regardles of the infection process @a& widi medium renewal vs. fed-batch 
e without medium removal), this could ais0 be due to the state of the ceils before 
infection. M B was done with Batch 1, whiie Inf FB was done with Batch 2 As 
observed previously the Krebs cycle fluxes for Batch 2 were no more in steady 
state at infection time. 
Furthermore, if we investigate for limitations during the infections (results not 
shown), in Inf m, aspartate was always null, serine dxopped to zero at 20 hours 
and glycine at 35 hours while glutamate was produced afterwards. In M B, 
glutamate and aspartate dropped to zero at 20 hours, but glutamate was 
produced shortly dterwards. Serine became lirniting at 35 hours. So limitations 
are observed earlier in the process for Inf FB, probably due to the higher ceil 
concentration in bioreactor combined to an insuffiaent fed-batch rate and no 
medium renewal. 
The observations for I d  FB indicate that the cells rnay not have been entirely 
infected by adenovirus, which is show by the high growth and increased fiuxes 
during infection or, to a lesser extent, that the fed-batch rate in spent medium 
was not enough to sustain the infection and expression at such a ceil 
concentration. 
conclusion. 
The flux analysis permitted to extract more information from the data and 
allowed better understanding of the metabolism. Although al1 the singularities 
could not and should not be explained due to the sensitivity of the method, some 
relevant trends could be underlhed and cornparisons from run to run could 
point out the role of key nutrients. 
Amrnonia seerned to be a major regulator, the ceUs produced no more than a 
certain amount during growth (1.5 mM). Thetefore, the metabolism was 
adapted in order to meet this condition, shifting to the degradation of les  
ammoniagenic arnino acids such as tyrosine and phenylalanine ; 
Deviation from steady-state in Krebs cycle fluxes may explain the earlier 
plateau phase for Batch 2 ; 
Although the glycolytic and glutaminolytic fluxes were lower for the fed- 
batch with low-glucose, the amino aads fluxes, as well as the Krebs cycle 
fluxes were higher at the begiruiing of the run. 
Metabolic flux analysis was also used to study the infection phase and some 
trends could be pointed out during a no& mfection process: 
inaease in dry weight, total protein and DNA content ; 
Increase in glycolytic fluxes up to a maximum ; 
More pyruvate enter the Krebs cyde via acetyl-CoA and the anaplerotic 
pathway (F3 and F10) ; 
Increase in arnino acids fluxes at 10 hours and near 30 hours; 
Preference for a r h o  acid instead of glutamine ; 
From these observations it is clear that M FB was not optirnized as we could 
observe some but not d of the above indicators. 
Metabolic flux patterns are then useful to evaiuate the culture state during 
growth and infection and will mer help to dweiop feeding strategies: 
Stability evaluation of the Krebs cycle fluxes More infection ; 
Earlier puise addition during the batch process for infection, to prevent 
negative flues ; 
Higher fed-batch rates to prevent negative fluxes but also limitations in non- 
essentiai amino acids. 
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CHAPITRE V : MODELE MÉTABOLIQUE C 
5.1 Élaboration du modele. 
5.1.1 Ajout de la voie des pentoses phosphates. 
Plusieurs auteurs estiment que la voie des pentoses phosphates (PP) est 
importante dans l'élaboration d'un métabolique. En effet, ce cycle génère 
beaucoup de NADPH, un composant énergetique important. Dès lors, lorsqu'on 
utilise un bilan de matière sur le NADH et le NADPH, il est important de 
considérer ce cycle. Certains auteurs (Nyberg et col., 1999) ne considèrent pas 
cette voie métabolique, car ils obtiennent une matrice trés mal conditionnée 
(cond=535) tandis que lorsque cette voie circulaire est omise, ils obtiennent alors 
un conditionnement de 69. 
En effet, dans ce cas aussi, lorsqu'on ajoute la voie des pentoses phosphates au 
mod&le, on obtient une matrice très mal conditionnée. Afin de réduire le 
conditionnement de la matrice, il faut donc mesurer certains flux directement. 
Pour cette nouvelle matrice, on a scinde El, le flux de la glycolyse, en Fla, Flb et 
Flcd et F14, la voie vers le &5-P en F14a et E?i4b, cornpl6tant ainsi le cyde des 
pentoses-phosphates. On ajoute également trois composés soit Ie fructose&P, Ie 
glycéraldéhyde-P et le xyldose-5-P. 
5.1.2 Compartimentation. 
Afin d'avoir le modele le plus complet, plusieurs auteurs suggèrent qu'il faut 
inclure la compattimentation entre la mitochondrie et le cytoplasme dans les 
modèles métaboliques. On a donc consid&& l'incorporation de certains composés 
dans la mitochondrie, soit 1e pyruvate (F3t4, le malate (FlOtr), Ya-cétoglutarate 
(FlOtr), la glutamine (FBh), le glutamate (F6tr) et raspartate (F6tr). @lement, on 
considère que pour chaque maIate qui entre dans la mitochondrie, on a un a- 
c6toglutarate qui sort et pour chaque giutamate qui entre, on a un aspartate qui 
sort. figalement, on consid& que les reactions F3, FS, F30 h F35 ont lieu A 
Yintkrieur de la mitochondrie. Finalement, on considh un flux reactionnel de 
plus faisant partie de la navette malabaspartate, ii s'agit de la reaction de 
l'oxaloac&ate mitochondnal en aspartate mithocondrial (F6mit). La figure 5.1 
montre le détaiI des modifications effectuées sur le modèle. 
On obtient maintenant une matrice de dimension 46x43 avec un 
conditionnement de 623 cause du cycle des pentoses phosphates. Si on mesure 
le cycle des pentoses phosphates, soit F14a, on d u i t  considêrablement k 
conditionnement de la matrice à 68. 
Fimule 5.1 Flux de compartimentation 
5.1.3 Analyse de sensibilité. 
Tableau 5.1 Erreur relative moyenne maximale 
d'une variation de 10% sur une mesure. 





sur les flux métaboliques lors 
extracellulaires 













0 2  
Fl4a 






















9 1 s  
m 
6,27 
Pour les modèles avec le cycle des pentoses-phosphates, Sanalyse démontre une 
sençibiilit4 semblable aux modèles précédents. il n'y a presque pas d'erreurs sur 
les mesures de la de la glycine, de raspartate, du glutamate, de la phénylalanine, 
de la tyrosine, riais on retrouve possibilité d'erreurs plus grande sur le glucose, 
le lactate, la glutamine, les protéines, la lysine et l'oxygène. Le flux FI,, n'est pas 
mesuré A chaque fois, mais constitue une moyenne sur plusieurs mesures 
effectu&s avec le glucose marque. &alement, il n'est pas possible d'aller 
chercher avec précision la valeur de ce flux mais nous avons une fenêtre de 
validité (voir la section suivante pour plus de détail). Cependant l'analyse de 
sensibilité démontre qu'une erreur de 10% sur l'estimation du flux F,, peut 
engendrer une erreur moyenne de 6 à 13% au maximum, ce qui reste 
raisonnable. Dès lors on pourra se fier à l'estimation de ce flux par la mesure au 
"C-glucose, explicitée dans la section suivante. il s'agit là du mdUe le plus 
complet développé dans le cadre de ce travail et servira de base pour le calcul 
des flux mt2taboliques dans la prochaine section. 
5.2 Effet d'un milieu pauvre en protéines sur le métabolisme 
central de la cellule 293SF pendant la aoissance et l'infection avec 
un adénovirus. 
Cette section présente l'article intitulé Low-Protein Medium Aflecis the 293SF 
Central Metabolism during Growth and Infection with Adenovirus. Cet article a 
été soumis à la revue Biotechnology and Bioengineering. Dans cet article, nous 
étudions le métabolisme de la cellule 293SF en milieu sans sérum ainsi que dans 
un milieu pauvre en protéines, Différentes stratégies d'aiimentation ont eté 
évaluées telles une croissance et infection en mode cuvée avec ajouts de 
nutriments ainsi qu'une croissance et infection en mode cuvée alimentée. Avec le 
m d e  développe B la section prkedente, nous avons été en mesure de calculer 
la production d'ATP théorique. Des différences notables ont été observêes entre 
les différents milieux au niveau du métabolisme cellulaire. La consommation de 
glucose s'est avérée plus optimale dans le milieu pauvre en prott!hes, et on 
observe une plus grande entrée dans le cycle de Krebs. &ptlernent, on observe 
une plus faible consommation de glutamine et d'acides aminés, ainsi qu'une plus 
fiiible production de lactate. Conséquemment, nous observons un titre Wal 
jusqu'à trois fois plus grand dans le milieu faible en protéines compare au milieu 
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tow-Rotein Medium Affects the 293SF Cenîral Metabotism duiing Growth 
and Infection with Adenovims. 
1. Nadeau,l2 P.A. Gilbert,' D. Jacob, 1 M. P d e Q  A. Kamenl 
1Institut de recherche en biotechn01ogie~ CNRC, 6100 avenue Royalmount, 
Montréal, Qu&ec H4P 2R2, Canada; 2Jkole polytechnique de Montr&t.l, Campus 
de l'universitê dé Montr&d, Montdal, Québec, Canada. 
In this study, the metabolism of the 293SF ceUs grown in serum-lree and low- 
protein medium was analyzed. This c d  iine is known for its ability to replicate 
recombinant adenovinis, mainly used in gene therapy applications. A complete 
mode1 comped  of the main glycolytic, gIutaminolytic, amino a& pathways, 
as well as the internaiization fluxes of certain compounds into the mitochondria 
is used for metabolic flm caldations. The pentose-phosphate cycle is also added 
to the biochemical reactions set and was measured externally with Iabelled "C- 
glucose. Different feeding strategies in two different media, were analyzed with 
the model and the theoretical ATP production was also caidated. The two 
media were similar in th& gIucose and amino acidscompasition, but one 
containecl BSA at 1g/I whiIe the other one had a very low protein content. 
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In the low-piotein medium, glucose utilization was more efficient, as it enters the 
TCA cycle more efficiently. Also, Iowa glutamine and amino aads conçumption 
were observeci as well as lower lactate and ammonia production. This inaeased 
TCA acüvity led to a twofold more ATP production in the low-protein medium, 
which resdted in up to threefold higher adenoviral vector production. 
However at ce11 densities in the range of 2x106 ceils/rnl, limitations and/or 
inhibitions occur during growth as can be seen by the impaired ATP level at 
infection tirne. Therefore, fed-batch started early during the growth phase is 
suggested in order to keep a high metabolic activity during growth and infection. 
Low-protein medium effect on 293SF metabolism. A. Kamen; Biotechnology 
Research Institute, 6100 Royalmount, Montréal, Québec, H4P 2R2, Canada, 
phone: (514) 496-2264; fax: (514) 496-6785; Amine.kamen@nrc.ca 
Introduction 
The 293 ce11 line adapted to suspension, is the complementary c d  line mahiy 
used for the production of recombinant adenoviruses. First generation 
recombinant adenoviruses cannot replicate in nonnd ceUs but only in 293 cells 
containing the adenovirus El  replicative-essentid region. These recombinant 
adenoviruses are used in 18% of the gene therapy dinical trials. Twelve different 
genes are king tramferrd with this vector for the treatment of certain cancers, 
while, currently, only two are used for the treatment of monogenic diseases. 
This 293 ce11 line was adapted to growth in serum-free medium and the 293SF- 
3F6 clone was isolated. The senun-free medium simplifies purification processes 
and reduces batch to batch variations. Also, it circumvents immunogenicity 
associated with the use of serum supplemented media (Côté et al., 1998). In order 
to improve the adenovirus production with this ce11 line, a fed-batch process 
must be developed to operate high c d  density cultures while minimiPng 
operational complexity. Previous studies with 293s cells in suspension, with 
medium containing 5% sertun, have demonstrated that addition of glucose and 
amino aads permitted infection up to 3x106 c&/ml c d  density. The maximum 
titer reached in that medium was m the range of 2000 pfu/rnl (Garnier et al ,  
1994; Nadeau et al., 1996). in a serum-free medium (LC-SFM), it was first shown 
that the titers were lower than with the previous media, readhg  leveb in the 
range of 500 pfu/rnl in batch cultures (Nadeau et al., 2000). These low titers were 
associated with an early decrease in infecteci ceIl viability. Here we present 
resuits obtained in a proprietary formulation low-protein medium IrJSFhn3) in 
which recombinant adenovins titers reach 1500-2000 pfu/d,  using a fed-batch 
process starteci during growth and extended during the infection phase. 
Metabolic flux analysis is a usefd tool that permits the evaluation of biochemical 
rates inside the ce11 on the basis of mass-balancing techniques and '4C 
experiments. The metabolic mode1 involves 43 fluxes, which include the 
catabolism pathways of glucose, glutamine and 17 amino acids as well as the 
pentose-phosphate cycle and compartmentalization between the mitochondria 
and the cytosol. In this report, metabolic flux analysis is used to evahate the 
effect of different media (LCSFM versus NSFM13) and different culture 
conditions, batch versus fed-batch, low (lxlv cells/rnl) versus high (2x106 
cells/rnl) cd density at infection, on the cell's central metabolism and energy 
level during growth but most importanly during the infection phase. 
Material and Methods 
Cells and Virus 
The 293SF3F6 (293SF) c d s  were derived from human kidney fibroblasts 
transformed with Ad5 DNA and expressing the MA and E1B proteins 
constitutively (Graham et al., 1977). The 293SF cells were obtained by adapting 
2935 cells in serum-free medium (Cote et al., 1998). The 293SF cells were 
maintained in a 50 ml shake flask at 37°C and 7% CO,, by diluting twice weekly 
to ceU densities of 1 to 2xlV cells/mi with the medium described herein. After 3 
months of subîulturing, the c d s  are discarded and a new aliquot is thawed. 
The adenovirus used for infection, was an adenovirus type 5 containing the 
Green Fluorescence Protein (GFP), under the control of the CMV promoter (Ad5 
GFPq). The viral stock titer was 7.5~10'~ pfu/ml. 
The cultures were performed in a Chemap CF2000 (Mannedorf, Switzerland) 3.5 
L bioreactor and 20 L bioreactor for the low-glucose fed-batch. The 20 L culture 
conditions with low glucose fed-batch are describeci elsewhere (Siegwart et al., 
1999). For the 3.5 L, the vessel is equipped with four surface baffles and two 
marine impeiiers. The temperature is maintaineci at 37T with a water jacket. 
Dissolveci oxygen, pH and fluorescence probes were mounted for monitoring 
and control purposes. The pH was controiied at 7.1 by intermittent addition of 1 
M NaOH or NaHCO,. DO was controiled at 30% air saturation and the vesse1 
was fed with air and 10% CO, . The fluorescence probe is described elsewhere 
(Gilbert et al., 2Oûû). The control was operated with a PI and mass flow controller 
programmed on mX MM1 software ( Intellution, Norwood MA). On-line data 
acquisition was also performed with the sarne software for 0, CO, out, pH and 
fluorescence signal. 
Medium and ce11 culture conditions 
Low calcium serum-free medium (LC-SFM) was prepared from H-SFM (Gibco, 
Grand Island, NY). The medium was completed with 0.1% (v/v) lipids (Gibco), 
0.1% (v/v) BSA (Intergen Company, Purchase, NY) and 0.1% (v/v) Pluronic Fa 
(Gibco, Grand Island, NY). Low-protein NSFM13 is a wrum-free proprietary 
formulation. 
Table 5.2 describes the different culture and infedion conditions analyzed in this 
paper. For the pulse addition at 24 hrs after infection a mixture of W MEM 
amino aads, 4 mM glutamine and 25 mM of glucose was supplemented. For the 
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fed-batches in LC-SFM, a mixture of 50 ml glutamine at 400 rnM (Sigma, St- 
Louis, MO), 25 mI glucose at 300 g/L (Sigma) and 150 ml MEM amino acids 
(Gibco) was used. For the fd-batches in NSmill3, a mixture of 45 ml glutamine 
at 300 mM (Sigma, St-buis, MO), 23 ml glucose at 600 g/L (Sigma) and 135 mi 
MEM arnino acids (Gibco) was used. The rate of addition is set constant to 0.05. 
0.04 ml/&. For the low glucose fed-batch, the process is described elsewhere 
(Siegwart et d., 1999). 
Cells were inoculated at around O, i1 from two 500 ml shake flash 
which the ce11 density was around 1x106 cells/ml. The cells were centnfuged and 
resuspended in fresh medium More inda t ion  of the bioreactor. Çamples were 
taken every 6 to 9 hours. 
For the batch infection (LC-SFM/Batch), the ceiis were harvested and centrifugeci 
to replace the medium with fresh LC-SFM and the virus was added at the same 
tirne. For the fed-batch infection experiments, the virus was added to the culture 
in 100 ml fresh LC-SFM or NSFMl3 medium. The MOI used was 10 in al1 the 
experiments. 
Table 5.2 Growth and infection expetiment conditions 






Viable and total cells were counted using a haernacytometer (Hausser Scientific, 
Horshaw, PA). Viability was assessed by the dye exclusion method using 
erythrosine B. For DNA analysis, the procedure was as foliows. Fust a sodium 
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2x106 ceUs/ mi 
Thereafter, 5ml SSC lX was added. The sarnples were also sonicated lightIy. 10 
PL of each sarnple were then distributed in triplkates in a % w d  plate, 90 PL of 
SSC 1X was added as well as 100 CiI, of 1 m g / d  Hoesdit 33258. The plaque was 
read in a fluororneter at absorbing and emitting wavelenghts of 360 nm and 460 
run respectiveiy. The standard curve was made from a stock solution of h h g  
sperm DNA at 1 mg/ml (Sigma) and diluted in S C  1X ranging from 50 to 3.12 
pg/ml. 10 pL of one sample was added to the standards in order to mimic the 
sample conditions. For the dry weight estimation, approximately lxlV cells were 
peileted in a pre-weighted 1.5 ml tube. The pellet was dried in an oven at 6ûC 
for about 48 hours or until the weight remaineci constant (Xie and Wang, 1994). 
Extracellular proteins were assayed using the DC Protein Assay (Bio-Rad, 
Hercules, CA). Total proteins were analyzed using the BCA kit (Pierce, Rockford, 
K.). Priot to the analysis the pellet containhg 1x106 cells was disrupted using the 
following btiffer: 0.5% Triton X-100 and 1 mM EDTA. The Biolyzer (Kodak, New 
Haven, Connecticut) was used for the analysis of glucose, lactate and ammonia. 
The Wus titer was assayed as follows: 1x106 2935 cells were distributed in each 
weil of the 6 well plate, with 1 ml fresh DMEM without calaurn and 5% BCS 
(Hyclone, Logan, UT). The virus was rdeased with three freezethaw cycles and 
diluteci in fresh medium. 25 pl of the dilutions were added to the wells. 
incubation was held 20 hours with agitation. The c d  pellet was resuspended in 
500 jd PBS and fixeci by adding 500 jd 4% f o d d e h y d e  at 40C for 30 min. 
Percentage of fluorescent cells was counted with Flow Cytornetry (FACS). One 
fluorescent c d  corresponds to one infectious partide (IVP) when less than 30% 
of celis were fluorescent (Coté et al., 1997). 
Metubolic model 
The metabolic model used in this study involves 43 fluxes. The model was 
developed from a model discussed in a previous article (Nadeau et al., 2000a; 
Nadeau et al., 2000b). Glycolysis, glutaminolysis, amino acid degradation, TCA 
cycle, protein production and intemalization were considered as well as the 
pentose-phosphate cycle and compartmentalization of certain nutrients. Table 5.2 
shows the biochemical reactions used in the model and figure 5.3 shows the 
reactions that occur in the mitochondria. It is assumeci that the amino acids enter 
the mitochondria and react there. Some components cm be transported in and 
out of the mitochondria and are involveci in biochemical reactions in the cytosol 
and mitochondria. These transport fluxes were incorporateci in the modd and 
are for these nutrients: pyruvate (F3tr), glutamine (FBtr), glutamate and 
aspartate (F6tr), a-ketoglutarate and rnalate (Eloh). These two 1s t  sets are 
adudy reversibly CO-transported into the mitochondria. F6 was also considered 
to be both a cytosolic and rnitochondrial reaction. 
In order to obtain a complete model, the pentosephophate cycle was added. This 
cycle leads to a poorly conditioned matrix : 623. TheTefore, one measurement 
must be added, M4a, the pathway of glucose to Rib-5P. We then obtain a mtrix 
of 68, which is acceptable for flux caldation. This measurement was obtained 
with "C-glucose measurement and is m e r  explained in the section: I4C 
experiments. Therefore glycolysis was separated in three reactions: Fia, Fib and 
Flcd and the pentose-phosphate cycle is composed of two reactions M4a and 
F14b. The biochernical reactions set considered are listed in table 5.3. 
F i m e  5.2 Metabolic network a-W, a-Ketoglutarate ; Ac-CoA, Acetyl-CoA ; 
Adle, Oleic aad ; Arg, arginine ; Am, asparagine ; Asp, aspartaie ; Cit 
citrate ; Cte, cysteine ; Fum, fumarate ; Gluc, glucose ; Gln, glutamine ; Glu, 
glutamate ; Gly, glycine ; His, histidine ; Re, isoleucine ; Lac, lactate ; Leu, 
leucine ; Lys, lysine ; Mal, malate ; Met, methionine ; Oxa, oxaloacetabte ; Phe, 
phenylalanine ; Pro, proline ; Pyr, ppvate ; RWP, ribose-5-P ; Ser, Serine ; 
SueCoA, sucdnyl€oA ; Thr, thteonine ; Tyr, tyrosine ; Val, vaiine ; XuSP. 
~ulosec5-P. 

Table 5.3 Biochemicai reactions 
FI, GLC + ATP = FRUC 6 P  
FI, FRUCT 6 P + ATP 2GAP 
Fl,GAP o PYR + 2AlP + NADH + H *  
F, PYR +NADH + H * o  LAC 
F, PYR + CoA ACCoA + NADH + CO, + H " 
F, PYR +GLU o AU + a - K E T O  
F, GLU o a - KETO + NAOH + NH , 
F, O M  + GLU o ASP + a - KETO 
F, GAP + GLU =, SER + a - KETO + NADH 
F, GLN +H,O=GLU + N H , *  
F, 2GLN + K A S P  +RIBSP+KGLY + 6 X A T P  +%NADPH 
ADN IARN +XNADH +KFUM +2GLU 
FI,, MAL a PYR + C O ,  + NADPH + H " 
FI,, PYR + A W  + C O , a O X i  + H *  
FI,  ASP + GLN + ATP o ASN + GLU 
FI, GLU + ATP + 2 NADPH + 2 H " a  PRO 
FI, SER O GLY 
FI,, GLC6P+ATP a X R i b S P + % X u S P + Z N R D P H  + H * + C O ,  
F,,, RSP + 2XuSP o 2F6P + GAP 
FI, 2 x (9CIT + 17 ATP + 9CoA + 16 NmPH ) a  AcOLE + 1 8 0 m  
FI, SER =s PYR + NH , 
Fl,,lîïR 3 C O ,  +2NADH + 2 H *  + FADH , + N H ,  + PYR 
Fl,GLY - C O , + N H , + N A D H  + H b  
F,, LYS + 2a - U T 0  + NADPH a 2 R C C '  + 2 C 0 ,  + 4NADH + 3H *+ FRDH , + 2GLU 
F,, LüU t a -  KETO + A V  =+ 3ACCoA +GLU + C O , +  NADH + H '  + FADH , 
F,  iL,E + a - K E T O  + A T P  aSUCCoA +ACCoA +CO,+ZNADH + Z H * + F A D H  ,+GLU 
FUVAL + a - K E T O  +ATP aSUCCo.4 +3NADH + H * + F A D H  ,+2CO,+GLU 
F,MET +$ER + 2 A l P  3 C T E  +SUCCoA +NRDH + H ' + C O , + N H ,  
F, PHE + O , +  NADPH + H + * T Y R  
F, TYR +a  - KETO + 2 0 ,  * FLlM + 2RCCu.4 +GLU 
F, ARG + a  -CET0 a 2GLU + NRDH + H' +urea 
F, HIS =,GLU + N H ,  
F, OXi + ACCoA * CIT 
F,,CIT * a - C E T 0  +CO,+NADPH + H +  
F,a -CET0 SUCCoA + N B  + H ' + C O ,  
F, SUCCoA FUM + ATP + FRDH , 
F , F U M e M R Z .  
F,hUL o OXA +NADH + H +  
Fm NADH +OJq =, 3ATP 
Cellular composition in amino a&, lipids and RNA are constant over the 
penentage dry weight and were taken respectively as : serine : 7.2 ; glycine : 
12.2 ; alanine : 7.6 ; aspartate :2.6 ; asparagine : 2.7 ; glutamine : 6.9 ; glutamate : 
7.0 ; threonine : 4.8 ; phenylalanine : 3.5 ; tyrosine ; 1.7 ; vaiine : 3.3 ; methionine : 
1.0; arginine: 5.4; histidine: 2.2; lysine: 9.3; leucine : 8.2; isoleucine : 2.5; 
lipids : 24.7; RNA : 13.2 The dry weight and DNA were measured in each 
experiment accordhg to the method dedbed above. qCO, was also evaluated 
according ta the method describeci in a previous article (Nadeau et al., S000a). 
Metabolic flux caldations were detailed in a previous paper (Nadeau et al., 
2ûûûa) and are sumrnarized below : 
where K is the 47x43 matrix of stoichiometry coefficients, F the vector of 43 
fluxes, and -Q+P represents the vector of the specific consumption and 
production rate of metabolites as w d  as the biosynthctic reactions. 
This complete model allowed for the calculation of the ATP flux. It is calculated 
according to the foilowing eguation: 
We consider that FADH, oxidation produces 2ATP while NADH/NADPH 
produces 3ATP. 
Sensitivity analysis and estimation of p s s  enor 
Sensitivity analysis is used to investigaie which are the measurements that 
require a gwd precision. For each 10% variation on a measurement, the mean 
relative error over al1 the fluxes, and this for every time point, was calculateci. 
Then, the maximum relative error was sorted over al1 the time points and 
.compiled in the result section. 
In order to see if the measured data did not contain any flaws, a mass balance on 
nitrogen was used to evduate if there was no gross error that could lead to flux 
miscaiulations. We then used the method describes in Wang and 
Stephanopoulos (1983) and Bonarius et ai. (1998) 
where + is a square matrix of the meastuement errors and h follows a ~2 
distribution with 1 degree of liberty. In order to obtain a 90% probability that 
there is no gros error in the measurements, Fr must be inferior or equal to 2.n. 
"C measurements. 
We consider that the 614C from 6-V-glucose is metabolized through glycolysis 
or via the pentose-phosphate pathway and then enters the TCA cycle where it is 
converted to 14C02, therefore giving a direct measurement of this cycle. On the 
other hand, the l-14C in the 1JGglucose can be metabolized to 
immediately in the pentose-phosphate cycle or it can go through glycolysis and 
be evacuated in the TCA cycle. Then, K O Z  is rapidly formed from 1JC-glucose 
going through the pentose-phosphate cycle. Afterwards, 6-1JC passing through 
the pentose-phosphate cycle will be evacuated in the form of 'CO2 in the TCA 
cycle as well as 1-1C coming from glycoLysis. Therefore h a b e e  (1989) suggests 
these two expressions as the maximal and minimum rates of metaboiization 
through the pentose-phophate cycle (PP). 
The method used here was adapteci h m  Fitzpattick et al. (1993). Non-infected 
and infected c d  suspensions at approximateiy 1x106 cells/ml were used. Cells 
for the growth experiments had medium renewal 12 hours before spiking with 
the labelled substrate wMe cells for the infection experiments had medium 
renewal and infection at an MOI of 10, also 12 haurs before spiking. A 20 ml 
suspension is distributed in 100 d vials (Supelco, Bellefonte, PA), 10 vials 
maximum per essay. Each via1 contains a 5ml essay tube with 1 ml KOH IN. 
Vials are sealed with a mininert valve with a septum (Supelco). The radioactive 
substrate is then added. For the glucose labelling experiments 5 vials are 
supplemented with 1-K-glucose and the 5 others with 6-W-glucose with a 0.45 
pCi dose in each vial. The vials are agitated at 100 rpm and incubated at 37°C. 
Every hour ce11 activity is stopped by adding 10% (w/v) tricarboxylic acid with a 
syringe. Then the vials are agitateci for one hour to let the CO, completely 
absmb in the KOH solution. This sohtion îs then counted for radioactivity and 
represents the amount of glucose, which was metabolized. 
The same procedure was done with '4U-giutarnine, except that we had only one 
labelled species and that one mole of glutamine is a source of five K02 if fully 
metabolized in the TCA cycle. 
Results and Discussion 
Sensitivity analysis and estimation of gross error 
Table 5.4 Maximum mean relative error over time on metaboiic flux calculations 






























With this modei, the highest sensitivities are seen with the meamernents of 
glucose and lactate, but also asparaginet glutaminet lysine, lipids, proteins, 
oxygen and to a lesser extent serine, alanine, mgininet DNA/RNA and arnmonia. 
An error in the pentosephosphate estimation pathway does not lead to high 
error ailowing the use of the values measured in the '4C-glucose experiments. 
Estimation of gross error is presented to verify confidence in the measurements. 
In figure 5.4a, the value of the criteria h that was used for the estimation of gross 
error is shown. As it is detailed in the Materials and Methods section, this aiteria 
must be srnaller or equal to 2.n in order to assess that we do not have gross 
error in the measurements up to a probability of 90%. From this anaiysis, some of 
the flues might contai.. flaws such as the LC-SFM/Batch 2 until 15 hours, the 
LC-SFM/Fed-Batch LG until 24 hours and the NSFMl3/Fed-Batch during 
growth between 30 and 40 hours. In fa& this tirne span corresponds to the point 
where the fed-batch was started; therefore sampiing inacmaaes might have 
been encountered then. Therefore, the LC-SFlid fed-batch with low-glucose flux 
calculation at 20 hours (figure 5.4) might be slightly inaccurate. ûtherwise, flux 
calculations are accurate and this is M e r  assesseci in figure 5.4b where a 
comparison of caldated and measured CO, is shown for the NW13/Fed- 
Batch during growth and throughout infection. The two curves are well fitted, 
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especiaiiy during the infdon process where the CO, measurement is more 
accurate as CO, is not fed anymore to the bioreactor's head-space. 
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F i m m  5.4 a) criteria h b) Caidated CO, versus measured CO, with the mode1 
Figue 5.5a presents the incorporation of latded 1-K-glucose and WC-glucose 
into CO,. Some samples were taken in duplkate and error bars are added to the 
data. Until 4 or 5 hours, after spiking with the labelled substrate, the slope 
remains linear. In table 5.5, we report the slopes in terms of specific rate of 
metabolization into CO, (nmole/106 cells/rnin) and also the percentage over the 
total glucose metabolized are reported, These data are compared to data from the 
literahire. 
Figure 5% presents the incopration of labelled U-'4C-glutamine into CO,. Here 
again samples were taken in duplicate and e m r  bars were added. The 
incorporation is not as linear as with the glucose incorporation. This may be 
understandable since glutamine can release as much as 5 CO, as it undergoes 
several tuniç into the TCA cycle. Thedore, in table 5.5, we report the initial 
spectfic rate of metabolization at an incubation time of 100 min, assuming that 
glutamine had only time for one tum, Again hem, it is reported in terrns of 
specific rate of incorporation (runole/l06 cells/min) and also in terms of the 
percentage over the total glutamine metaboiid. 
From these results, the pentose-phosphate flux during growth has an average of 
3.25% of the total glucose metabolized. This result is consistent with what has 
been obtained by other authors, in partidm for hybridoma. However during 
infection, the pentose-phosphate flux is  reduced to an average of 2.57%. These 
two values are those used in the d e i  for flux evaluation. The reduced PPC flux 
during infection is associated with a higher glucose enbance into the TCA cycle 
via glycolysis as the perrentage through this way inmeases from 0.26% to 0.95%. 
The results for glucose incorporation into the TCA cycle during infection are a h  
higher than other growth experiments reported in the literature. This suggests 
that during infection the oxidative metabolism is enhanced as more glucose is 
pmessed through the TCA cycle, This cycle is highly energetie to the tells; even 

























































a slight increase can improve the cells energy level. This will be further assessed 
and discussed with the metabolic flux analysis in the following sections. 
The glutamine oxidation seems to be lower than for the other cell lines, but we 
have to be careful when interpreting these results. In Fitzpatrick et al. (1993) the 
incorporation seemed to be linear from the beginning of the incubation up to 5 
hours. In our case the evolution is a second-degree function and therefore the 
rate at 3 hours (app. 100 min) is lower than at 5 hours. From our results, there is a 
four- to fivefold decrease in the oxidation rate of glutamine from growth to 
infection. This might be explained by the highest glucose oxidation rate during 
infection and less glutamine is driven into the TCA cycle. This observation will 
also be further distussed with the metabolic flux analysis in the following 
sections. 
O 1 2 4 5 6 rin? (h) 
Fime 5.5 a) 14C0, evolution from l-'4C-glucose, 6-'T-glucose during growth 
and infection; b) "CO2 evolution from U-I4C glutamine during growth and 
infection. Cell densities are at 1x106 cells/ml approximately. 
In this section, metabolic profiles of different culture conditions during growth in 
a bioreactor are shown. Two batches in senun-free medium (LCSFM) are 
compared in order to assess the caldations reproductibilities. A low-glucose 
fed-batch in LCSFM is also shown; this feeding strategy was proven to lower 
lactate production. Finally a batch in a novel low-protein medium NSFMl3 is 
also analyzed. The culture conditions are further explained in the Material and 
Method section in table 5.2. 
In figure 5.6, the metabolic fluxes during different stages of growth are shown. 
Fluxes at approximately 0.5~106 cells/ml (A) are compared to those at 1x106 
cells/rnl (B). Figure 5.6a shows the glycolytic fluxes, Flcd, Glyceradehyde- 
phosphate (GAP) to pyruvate, F3, pyruvate to acetyl-coA which then enters the 
Krebs cycle, and F2, pyruvate to lactate. Figure 5.6b shows the glutaminoIytic 
flues FStot, the net conversion of glutamine to gIutamate, and FStot, the net 
conversion of gIutamate to a-ketoglutarate and the net conversion of aU the 
amino acids. Figure 5.6~ shows the TCA flues, MO, the anaplerotic pathway. A 
negative flux indicates that pyruvate enters the Krebs cyde through this way. 
The average TCA flux FU) over al l  the cycle is also shown. 
-0.05 
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F i m  5.6 Growth phase A : 0.5~10' cells/ml; B :lxlOC celIs/d. a) Glycolytic 
fluxes : ET, Glyceraldehyde-phosphate to Pyruvate ; F3, Pyruvate to Acetyl- 
CoA ; FZ Pyruvate to Lactate ; b) Glutaminolytic fluxes : F8tott Glutamine to 
Glutamate, FEitot, Glutamate to a-ketoglurate; c) T U  cycle fluxes; MO : 
anaplerotic pathways. 
In figure 5.6a, Fîcd, the flux to pyruvate is similar in the LCSFM batch 
experiments but slightly lower in the NçFM13. However, it is approximately 
tenfold lower in the low glucose fed-batch. This flux is a function of the glucose 
concentration and as the glucose concentration gets lower, it decreases as wd. 
Major differences are also observed concerning the other flues. The production 
of lactate, which is usually very high and in the same order of magnitude as Flcd 
was reduced by half in NSFM13 and even reversed. Therefore, F3 is up to 
fourfold higher in this medium but there is more pyruvate available for the 
Krebs cycle. 
In figure 5.6b, F8tot is very high in the LC-SFM medium, approxirnately twofold 
higher than in NSFM13, showing high glutarninolytic activity. In the LCSFM 
medium, this activity dropped rapidy with the glutamine concentration, while 
in the NSFM13, it stayed constant. The same trend is observable for F5tot, except 
that this aux is up to eight times higher in LC-SFM as compared to the NSFMl3 
experirnents. In LCSIrM, F8tot and F5tot are approximately in the same order of 
magnitude showing that al1 the glutamine that is converted to glutamate goes to 
a-ketoglutarate, which is part of the TCA cycie. However, in NSFMî3, F5tot is 
three times lower than Fbtot, showing that the glutamine that is converted to 
glutamate does not ail enter the Krebs cycle- For the fed-batch in low-glucose, 
F8tot is even reversed showing that there is inaeased glutamine synthetase 
activity. For 293 cells, it was observeci that this enzyme is active and that the cells 
can produce glutamine from glutamate (results not shown). We have previously 
shown in other paperç that a low glucose concentration or glycolytic activity 
inhibits the glutaminolysis (Nadeau et al., 2000a). Though glycolysis is not 
reduced in NSFM13, glutaminolysis fluxes are reduced in this mediwn. This is 
probably due to the fact that the metabolized glucose enters more &ciently into 
the TCA cycle, providing enough energy so that les  glutamine is required. 
Consequently, the cells produce l e s  arnmonia (2 mM in LC-SFM versus 1.5 mM 
in NSFM13 at 1x106 cells/rnl), but more significantly less lactate (18 rnM lactate 
in LC-SFM versus 10 mM in NSFM13 at 1x1O6 cells/ml). 
in figure 5.6~~ the TCA cycle activity was around 0.1 mmole/lOg cells/h for ail 
the experiments in LCSFM. Noteworthy for the low-glucose fed-batch the TCA 
cycle rernained nearly as high as in the batches showing that energy comes from 
other sources such as amino acids, as was already reported in a previous paper 
(Nadeau et al., 2000b). For NSFM13, the TCA Éyde reached high values of 0.3 
mmole/l09cells/h, while MO, the anaplerotic pathway was negative showing 
that pyruvate is converted to oxaloacetate. Therefore this oxaloacetate cm react 
with the acetyl-CoA coming from F3 in order to initiate the first tum of the Krebs 
cycle. Amino acids consumption profiles showed that in the NSFM13, amino 
au& were less consumed than in LC-SFM. Therefore the major source of enetgy 
is glucose and to a lesser extent giutamine. The amino acids that are the most 
consumeci are histidine and arginine providing glutamate which may not be 
very useful since it is not converted in the TCA cyde. But it also consumes 
threonine that is converted furthemore to pyruvate. In fact, the N S M 3  is 
richer in aspartate, glycine, serine, cysteine and isoleucine but real effects of these 
increased concentrations on the consumption profiles of these amino acids 
compared to LC-SFM were not seen. 
ATP production 
Figure 5.7 shows the net ATP flux for the different assays. The graph shows only 
flux calculations after 20 hours post-inoculation, in order to avoid the lag phase. 
It is a summing up of the ATP produced via the Krebs cycle and the ATP 
consumeci through several reactions, as reporteci in Materiai and Methods. 
Consequently with a higher TCA activity, the total ATP produced was higher in 
the NSFM13 medium, reaching hi& values of 5 mmole/109 ceiis/h at around 50 
hours. AIso at 20 hours there was an increase in the ATP flux, which redted 
hom the fed-batch start-up. However, we have simiiar growth rates in both 
experiments. Therefore we cannot conchde that the ATP production Ievel is 
correlated to the growth rate. Under these conditions, the ceüs might have a 




medium, M m l y  NSFM13, rnight be respsible for this 
Roteins, and in particular albumin, c m  be a source of amino 
acids (Kooistra and Lloyd, 19%; Kooistca and Lloyd, 1986; Nadeau et al., 2ûûûa; 
Nyberg et al., 1999), thetefore cells shift to a more efficient glucose metabolism in 
order to replace the missing proteins. When proteins are degraded, they can be a 
source of amino acids such as lysine, leucine and isoleucine, which convert to 
acetyl-CoA. Inmeased acetyl-CoA concentration can block the pathway from 
pyruvate to this compound (F3). Ppvate, which then accumulates, is M e r  
convertecl to lactate. 
7îme (h) 
Fime - 5.7 ATP fluxes during the growth experiments 
Infection 
In this section, metabolic profiles of different culture conditions during infection 
in a bioreador are shown. A batch recovery with pulse addition in a serum-free 
medium (LCSFM) and a fed-batch with no medium renewal in LC-SFM are 
shown. While the first process has proven to give the highest titers in LC-SFM, 
the fed-batch is the most scalable proces, Jthough it does not produce such high 
titers so far. The metabolic profiies as well as their ATP production are compared 
in the next section in order to improve the fed-batch process. Finalfy a fed-batch 
in a novel low-protein medium NSFM13 is dso analyzed at different cell 
densities, 1x106 cells/ml and 2x106 cells/ml. The culture conditions are turther 
explained in the Material and Method section in table 5.2. 
Protein synthesis and titer 
Figure 5.8a shows the titers obtauied for the different experiments. Figure 5.8b 
shows the relative GFP synthesis rate for the hvo NSFM13 experiments. The GFP 
synthesis rate is directly correlated to the total viral proteins synthesis rate 
(Gilbert et al., 2000). In NSFM13, high t i k s  were reached that are comparable to 
titers that were obtained previously in DMEM with 5% serurn. However, when 
the cells were infecteci at densitis up to â106 celIs/ml (NSFM13/HD), the 
productivity dropped drastically. in general, the maximal viral titers are 
a 
0 obtained at around 45 hpi. The corresponding protein rate synthesis is very low 
at this time. The onset of viral protein production is approximately at 5 hpi in the 
NSFMl3 experiment, the maximal production rate is reached at around 18 hpi. 
At this time point, production of the virions starts. In the NSFM13/HD 
experùnents, the viral protein synthesis occurs later in the process, while the 
maximum is also obtained at 18 hpi. The sharp singularity at 18 hpi in the 
production rate profile, strongly suggests a limitation that prevents viral protein 
accumulation. Furthemore, virions production starts at 20 hpi but not to the 
same extent as in the previous experiment Many hypotheses might explain these 
observations and are further addressed in the next section. 
Fimm 5.8 a) Titers ; b) Relative protein synthesis rate. 
In figure 5.9, the metabolic fiuxes at two different times during the infection 
process are shown. Fluxes at 2û hpi (A), near the maximum protein synthesis 
rate, are cornpared to those at 45 hpi (B), when maximal virai titers are reached. 
The different conditions are exposed in table 5.2. Panels a, b and c involve the 
same fluxes as presented in figure 5.6. 
Figure 5% shows the main glycolytic fluxes. Twofold higher glycolytic fluxes 
@cd) are observed in the NSFM13 experiments at 20 hpi. However, hese fluxes 
dropped by one third in the NSFM13 and two third in the NSFMZ3/HD at 45 
hpi. This observation in NSFMl3/HD could be a consequence of glucose 
concentration dropping to zero at 20 hpi in this experiment. Because of the 
higher cd density, the fed-batch tate was not sufficient to prevent glucose 
depletion. Noteworthy aspartate and serine were also iimiting during this 
experiment at 20 hpi. This state corresponds to the tirne when the protein 
synthesis rate stopped incteasing, and might explain why a hi& titer was not 
obtained. As also nokd during the growth phase, the lactate fluxes (F2) are haif 
reduced compared to glycolytic fluxes in the NSFM13 experiments and therefore, 
there is more pyruvate avaüable for the TCA cycle. in the LCm;M/BR, a twofold 
higher lactate flux is obse~~ed, showing thai pymvate was corning fmm other 
sources than giucose* 
if we compare to the growth experiments, higher glycolytic fluxes (Ficd) are 
observed at 20 hpi in NSFM13 during the infection process, decreasing 
afterwards at 45 hpi. The entrance into the TCA cyde remains stabIe in the case 
of NSFM13 and interestingly, is not enhanceci during the infection experiments. 
On the contrary, in LC-SFM, glycolytic fluxes are M a .  or slightly reduced 
during the infection while compared to the growth process, however the 
entrance into the TCA cycle is approximately 4 times higher in LC-SFM/BR. This 
M e r  confirms what was deduced frum the '~-exp"ments, which showed 
that glucose oxidation was higher during infection. Therefore* we cm conclude 
that there is a better glucose utilization in the LC-SFM during the infection 
ptocess. In the NSFM13 experiments* glucose consurnption is enhanced but not 
its entrance into the TCA cycle* however, it was already very high during the 
p w t h  phase. 
In figure 5.9b, the main giutamhoLytic fluxes are shown. For the NSFM13 
experiments, a different trend than during the growth phase is seen. 
GLutaminoIytic fluxes are increased in the NSFMî3 and mach values two to three 
times higher than those obtained m the LC-SFM experiments. These fluxes are 
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a h  two to three time higher than during the growth phase. FStot is positive a. 
compared to the growth phase, meaning that some glutamate in the NSFM13 
enters the Krebs cycle, however, for the NSFM13/HD, glutamate is not 
processed into the TCA cycle. Although in the NSFM13, cells do use more 
glutamine and amino acids during the infection phase, the overall amino acid 
conswnption remains always lower than what is measured in LCSFM. In the 
LCSFM, as the glutaminolytic fluxes are reduced, amino acid fluxes are 
increased. Again, this metabolic trend confimis what hs k e n  measured with the 
'4C-glutamine, which has shown lower giutamine oxidation during the infection 
phase. Consequently, two opposite trends are seen for the two media. In the LC- 
SFM, amino acids are the preferred nutrients, while glucose and glutamine are 
the preferred nutrients in the NSFM13. This may be attributed to differences in 
medium composition. In LC-SFM, aibumin is added, providing an extra amino 
acid source. Also, the fed-batch was started earlier in the NSFM13 experiments 
and higher glutamine concentrations are maintained throughout the infection 
process. Interestingly, only 3.5 mM ammonia was produced in NSFM13, while in 
NSFMl3/HD the ammonia production was at 4.5 mM. In the LC-SFM, the 
ammonia production was 3 rnM after a medium renewal. In fact, cells consume 
more amino acids and therefore ammcmia accumulation rnight be related to this 
higher amino aad consumption rates in LC-SFM. In NSFM13, cells did not 
extensively accumulate ammonia and @utaminolysis remains low during the 
growth phase (figure 5.9b). 
In figure 5.9c, the TCA cycle fluxes are shown. Again here, the TCA cycle fluxes 
are higher in NSFM13 than in LC-SFM by approximately twofold at 20 hpi and 
45 hpi. However, in the NSFMî3/HD, the TCA cycle activity is even lower than 
in the LC-SFM experiments. Even if glycolysis is high up to 20 hpi in this 
experiment, glutamin01ysis and amino acids utiiization are low suggesting a 
shut-down of metabolic activity. If we compare to the growth experiments, the 
TCA cycle fluxes are siightly enhanced except for the NSFM13/HD. In ail cases, 
Fî0 is very negative showing that pyruvate also enters through this pathway. We 
conclude that the.cells become more oxidative during the infection process in al l  
cases. 
LC- LC- NSFMt31 NSFY 131 
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Fimue 5.9 Infection phase A : Zû hpi ; B :45 hpi a) Glycolytic fluxes : Fi, GAP to 
Pyruvate; F3, Pyruvate to AcetyI-CoA; F2, qriuvate to Lactate; b) 
Glutaminolytic fluxes : FStot, Glutamine to Glutamate, F5totf Glutamate to a- 
ketoglurate ; c) TCA cycle fluxes ; MO : il~p1erotic pathways 
ATP production 
in figure 5.10, the ATP flux throughout infection is shown. In the LC-SFM 
experhent, the ATP flux was approximately similar for both experimenk. In the 
LC-SFM fed-batch experirnent, no increase in this value after infection is 
observed, while in the LC-SFM batch, there is an increase up to 20 hpi. There is 
no singuiarity observed at 27 hpi due to the pulse addition, as it was usually 
observed for other fluxes (Nadeau et al., 2000a). in the NSFM13/HD, the ATP 
flux is very low at the beginning of the infection phase. This indicates that the 
metabolism was aiready impaired prior to infection, as discussed in the previous 
section. As seen More in NSFM13, ATP flw can be as high as 5 mmole/ l~ 
cells/h. This is further confirmeci with the NSFM13 infection experiment which 
started with an ATP flux at around 4 mmole/109 cells/h at the beginning of 
infection. In this experiment, the ATP flux increases furthemore to a maximum 
of 5.5 mmole/109 cells/h at 10 hpi, decreasing afterwards. This maximum 
corresponds to the t h e  when production of viral proteins starts. It is weIl known 
that the adenovirus early proteins can inhibit the host c d  metabolism. 
Consequently, it is concluded h t  observation of a maximum ATP flux is an 
indication of an efficient infection process. This trend is also diredy correlated to 
the qO, profile, and a maximum in this parameter can also be observeci at the 
same time (results not shown). This is in accordance with what has been a 
previowly shown for the bacu.lovirus/SP> system (Kamen et al.. 19%) We have 
to put in perspective that in NSFMl3/HD, viral proteins were produced late and 
the infection process was retarded probably due to limitations encountered 
during growth. Interestingly, in NSFMl3, an ATP production burst at around 20 
hpi is also seen, in a similar fashion to the other LC-SFM experiments. From 
these observations, we can speculate that two mecanisms are taking place in the 
infection process. The host ce11 metabolism is fïrst boosted due to the adenoviral 
charge but this increase is progressively counteracted by the metabolism 
shutdown due to viral proteins accumulation. In the other experiments, ATP 
production was inaeased until20 hpi, while the host cell metabolism shutdown 
was not as sharp. This might be explaineci by a lower viral protein expression 
resulting in a lower vector production yield. 
The losç in productivity in NSFM13/HD might not be due solely to glucose 
depletion, apparently limitations or inhibitions have affected the culture prior to 
glucose depletion leading to a low ATP production at the beginning of infection. 
Glutamine rernains at 4.0 mM for the NSFM13 experiment at 20 hpi, while it is at 
3.0 mM for the NSFMl3/HD experiment, explainhg partly the lower glutamine 
conçumption in this experiment. Ammonia might also play a role in regulating 
glutamine consumpption as already m p t e d  (Nadeau et al., 2000a). It was at 1.5 
mM and 2 mM in the NSFM13 and NSFM13/HD experiments respectively. 
F i y  lactate, was at 10 rnM and 30 mM respectively for both experiments. 
These high arnmonia and lactate concentrations in the NSFM13/HD experiment 
might explain why both glycolytic and glutaminolytic activities are d o m  
regulated. The fed-batch for both NSFM13 experiments was started at around 24 
hours during growth with the same rate. However, in the NSFM13/HDf cells 
were at 0.8x106 cells/ml when fed-batch was started, while in the other 
experiment they were only at 0.4~106 cells/ml. Therefore, in order to keep the 
closest as possible optimal metabolic state, the fed-batch should be started when 
ce& are at around 0.4~106 ceiis/ml and eventually increased when cells reach 
densities at around 1-2x106 cells/ml. However, by keeping this high metaboIic 
activity, undesirable by-products rnay accumulate such as lactate and ammonia. 
Fortunately, as reported in the preceeding sections, it seems that cells in NSFM13 
have a more efficient metabolism therefore producing less of these by-products 
as compared to LC-SFM. 
lime (h) 
Fimre 5.10 ATP fluxes during the infection experiments. 
In figure 5.11, the different fluxes that are involved in the mitochondrial 
internalization process are shown. The same conditions (A and B) are used as in 
figure 5.6 and figure 5.9. Flux F3tr is the pyruvate transport through the 
mitochondrial membrane; FStr, the glutamine transport; F5tr, the glutamate 
entrance coupled to the aspartate exit and MOtr, the exit of malate coupled to the 
a-ketoglutarate entrance. 
In figure 5.11a, the fluxes during growth are shown. First, F3tr is up to 5 times 
higher in the NSFM13 experiments further showing that there is a bette. glucose 
utilization in this medium as pymvate enkm mitahondria where it is likdy 
converted to acetyl-CoA or oxaloacetate. Tnterestingly F5tr is negative meaning 
that glutamate gets out of the mitochondria (F5tr negative) and rnay be involved 
in other reactions such as the formation of proline. This is also confirmed by 
what was reported earlier, that Fstot, the net conversion of glutamate into TCA 
was lower than FStot, the net conversion of glutamine to glutamate, meaning 
that glutamate did not completely enter the TCA cycle. Interestingly the flux 
profiles for both LC-SFM Batch exp"ments are similar even though fluxes in the 
cytosol are different (figure 5.11). This means that fluxes in the mitochondria are 
kept constant in the ce11 regatdless of the cytosolic biochemical rates. In the fed- 
batch with low-glucose, pyruvate leaves of the mitochondria. The low-glucose 
feeding strategy is usually applied in order to have a better glucose utilization, 
but, unexpectedly, the pyruvate left the mitochondria. In fact, the pyruvate pool 
in the cytosol might not be sustained because of the low glucose consumption. 
This strategy produced, of course, low level of lactate but rnay have impaired the 
energy level of the celi, as seen with the ATF flux. However as observeci 
previously, the TCA cycle fluxes are approximately sirnilar to the baich 
experiments while amino acids are the main components feeding the cycle. 
Finally, a net exit of the d a t e  compound (Fîotr) is observeed in most cases. In 
order to obtain an effective malate-aspartate shuttie, malate must enter the 
mitochondria, in order to deliver an NADH compound, which provides ATP to 
the cells when oxidized. However, this is not what is observed, and malate came 
rnainly hem the TCA cycle instead of the cytosol. 
In figure 5.11b, the same fluxes analyzed in the infection expaiments, are 
presented. Again here, higher entrance of pyruvate into mitochondria i s  
obsefved for the NSFM13 experiments. This is due to the fact that more pyruvate 
is converted to acetyl-CoA in this medium (higher F3). When compared to figure 
5.11a, 30% more entrance during infection phase is observed in CC-SFM, while in 
the NSFM13 experiments there is no significant change. Glutamine and 
glutamate also enter the mitochondria slightly l e s  than during the growth 
experirnents for LC-SFM. This is in accordance with what has been shown 
previously, that the celis utilized less glutamine in LC-SFM during infection at 
the expense of amino acids. In NSFMl3 experiments, up to 5 fold more entrance 
of glutamine into mitochondria is observeci. Glutamate enters also slightly but a 
net exit is observed in the NSFM13/HD. This is aIso in accordance with what has 
been shown in figure 5.11bf that celis do consume more giutamine but glutamate 
does not praeed into the TCA cyde. Again here, Low d a t e  fluxes are observed, 
in fact they are almost null as compared to other fluxes, meaning that the malate- 
aspartate shuttie is impaired. 
1 Bach û&h HO 0.1 
F i m  5.11 Compartmentalization fluxes: Mtr : Pyruvate transport; F5tr : 
Glutamate transport; F8tr : Glutamine transport, Flûîr : Mdate bansport. a) 
Growth experiments: A:05xl(P cds/mi, 8: Ixlv cells/ml b) Infection 
aperiments : A : 20 hpi, B : 45 hpi. 
Conclusion 
By using a comprehensive metabolic mode1 for metaboiic flux caldations, we 
were able to describe the metaboh and the theo~etical ATP production in 
different medium and feeding strategies duing growth but more importantly 
during the infection process. Major points that demonstrate the superiority of the 
low-protein medium (NSFM13) over the LCSFM could be outlined: 
Entrance into the TCA cycle is increased, whiie less lactate is produced and 
entrance through anaplerotic pathway is enhanceci ; 
r Glutaminolysis and amino acids consumption are low during growth, whiie 
glutaminolysis is inaeased during infection ; 
rn With a higher TCA activity, higher ATP production occurs in this medium 
up to twofold more. This r d t s  is correîated with an increased vector 
production, up to three times more than in LC-SFM. 
This metabolic irnprovement in NSFM13 might be due to the lower protein 
content of this medium, therefore forcing the c d s  to have more efficient glucose 
utilization through the TCA cycie. 
Compartmentaiization flux caldations further hdped to draw the following 
condusions for the NSFM13 medium: 
0 There is higher pyruvate entrance into the mitochondria. 
0 Glutamate is not always processeci into the TCA cycle. 
0 Malate exits the mitochondria showing that the malate-aspartate shuttle is 
impaired. 
F d y  this analysis has pennitted to propose further improvement of the fed- 
batch feeding strategy in order to infect at higher cell densities. The fed-batch 
shouid be started at 0.4~106 cells/rnl and increased at the tirne of infection in 
order to keep the metabolism high while avoiding nutrient depletion. 
From these studies, we can condude that metabolic flux analysis is a usefui tool 
that helps to rationally improve medium composition as well as feeding 
strategies even in the case of peudo-stationary conditions. In fact, this a p p m h  
was sufficient in the case of growth but was absolutely necessary to study the 
Mection proces because of its transient nature. We a h  believe that this bol has 
the potential to be developed on-line in order to folIow in real t h e  the ATP 
production. Fed-batch rates could then be deduced in order to maximize the 
ATP production. 
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CONCLUSION 
La Li@e 293 est la lignée cellulaire pridégiée pour la réplication d'un vecteur 
ad4novirus. Ce vecteur a 6té préalablement modW afin qu'il ne puisse se 
répliquer que dans cette lignée de cellules. Ainsi le vecteur de première 
génération est d&té dans les regions E l  et E3, ce qui i'ernpikhe de se répliquer 
dans une cellule normale et permet l'incorporation d'un nouveau @ne. Ce 
vecteur contient le gène de la GFP, une protéine fluorescente, facile à suivre et 
dont la production refiete directement la production de protéines viraies. Afin de 
répliquer ce virus, la ceiiule 293 adaptk A du milieu sans sérum (293-3F6) a été 
utilisée soit dans du milieu LC-SFM, ne contenant que de l'albumine, ou un 
milieu faMe en protéines, soit le NSFM13. 
Une autre partie de ce travd a été faite avec un vecteur de deuxihe géneration 
daété en ET, E3 et E4. On peut dors y insérer un gène plus grand et il y a moins 
de probabiliMs de tecombinaisons, qui pourraient générer des vecteurs capables 
de se répüquer dans n'importe quelle c d d e  humaine (Recombinant Comptant 
Adenovirus), ce qui est indésirable pour des fins de th&apie génique. Ce vecteur 
ne peut cependant que se répliquer dans une cellule de deuxihe génération qui 
contient El et certains ORF (Open Reading Frames) de E4. 
Avec ces outils en main, le but prjncipal est de produire le plus de vecteurs 
infectieux possibles dans les cellules 293. Afin d'optimiser la réplication de ce 
vecteur, il est important de pouvoir comprendre en detail le métabolisme de la 
cellule et son comportement en missance et pendant l'infection. Le but final 
étant d'en arriver A une stratégie d'alimentation adéquate afin que les cellules 
possédent un métabolisme capable de mener à terme le processus d'infection et 
de réplication le plus efficace possible. 
En culture celiulaire, on s'attarde a pnbi à la mesure des taux de consommation 
et de production des principaux nutriments. Mais ces taux donnent-ils toute 
l'information sur l'état intrinsèque des cellules ? C'est pourquoi dans ce travail, 
nous nous concentrons en particulier sur le ca Id  des flux métaboliques ou taux 
de reactions biochimiques h l'intérieur des cellules, qui permettent d'évaluer 
l'état physiologique des cellules tout moment. Tout au long de ce travail, nous 
avons donc dkveloppé un modde métabolique afin d'en arriver à un modde très 
complet, qui permette le calcul de ces flux mdtaboIiques. 
Afin de pouvoir faire ces calcuIs et s'assurer qu'ils refktent correctement l'état 
physiologique des cellules, il faut poser certaines hypothèses de base, la plus 
importante étant l'hypothèse du régime pseudo-stationnaire. Dans ce travail, 
e nous avons vêrifiti cette hypothbe par des mesures intracellulaires. En effet, les 
concentrations des métabolites intraceildaires varient surtout lorsque les 
concentrations extracellulaires varient, tels que dans des conditions en cuvée ou 
en cuvée alimentée. Cependant ces variations se sont avQées minimes par 
rapport aux variations externes des nutriments. C'est pourquoi l'hypothése de 
régime pseudo-stationnaire reste valable. Le taux de production de CO, mesur6 a 
&té également trouvé à peu près équivalent au taux prédit par le macide, 
démontrant ainsi la validité des calcuis. 
D'autres outils ont été utilisés afin de valider le mod&le. Il s'agit de bilan sur 
l'azote et du calcul d'un critere probabiliste h basé sur le m e  bifan sur i'azote 
mais pondéré par la covariance sur les mesures. Ces calculs ont permis de 
vérifier que les mesures étaient justes A une probabilité de 90%. Cette affirmation 
est importante puisque nous obemons par l'analyse de sensibilité qu'une erreur 
sur cetaines mesures peut amplifier sur le calcui des flux. Cela nous 
indique qu'il faut faire preuve de beaucoup de précisions sur les mesures afin 
d'obtenir des valeurs r&alistes. 
L'anaIyse des fi ux m4taboliques a démontré plusieurs choses sur le métabolisme 
des ceiluies. On a vu dairement que dans ie cas des cellules 293, on a une relation 
très proche entre le métabolisme du glucose et de la glutamine. En effet dans le 
cas d'une alimentation très basse et d'une concentration basse en glutamine, on 
observe une diminution de la glycolyse. On observe un phénomène similaire 
lorsqu'on rêduit la concentration de glucose, c'est-à-dire que la glutaminolyse 
diminue également. En effet, il est important pour la cellule que le cycle de Krebs 
reste balancé et lorsque l'apport d'un nutriment tel que le glucose ou la 
glutamine diminue, il y a également diminution de la consommation de l'autre 
nutriment. Dans ces deux cas cependant on remarque une augmentation des flux 
d'acides amines vers le cycle de Krebs, la cellule ayant alors tendance à aller 
chercher son energie ailleurs. 
Un cycle de Krebs balance et constant semble &re un prérequis afin d'avoir une 
croissance cellulaire élevée et soutenue. En effet, il a été observé que lorsque les 
flux métaboliques de la cellule restent constants et stables dans le temps la 
aoissance cellulaire en est amdior&. En mode cuvée, on a observé des flux 
métaboliques très élevés au niveau du cycle de Krebs sans pour autant que la 
croissance cellulaire en soit arneliorée. Dès lors, l'analyse des flux métaboliques 
permet d'der chercher cette information et permet de juger si les cellules sont 
dans un état physiologique stable afin de permettre le meilleur cycle infectieux 
possible. 
On a également observé un effet régulateur de i'ammoniac dans certains cas et ta 
cellule semble s'adapter vers la consommation d'acides aminés moins 
producteurs d'ammoniac lorsquJil y a accumulation de ce composé, telles la 
tyrosine ou la phénylalanine. 
L'analyse des flux métaboliques pendant l'infection a également permis de 
cerner les événements importants au cours de cette phase. Deux moments 
diffkents semblent marquer le processus d'infection. Autour de 20 hpi, au 
moment où la synthese de proteine commence et au cours d'une infection 
normale en mode cuvée ou cuvée alimentée, produisant de 500 à 1500 
pfu/cellule, on observe en général une augmentation des flux métaboliques à ce 
moment. De plus, dans le cas du milieu à faible teneur en protéines, on observe 
un maximum au niveau de i'ATP. Dans ia majorité des cas, on observe 
également un maximum entre 20 et 30 heures en ce qui concerne la plupart des 
flux ainsi que la production d'ATP. Ce temps correspond en fait au moment où le 
m&tabolisme de la celluie est le plus actif, son poids est au maximum ainsi que la 
quantite d'ADN et de protéines. Le maximum au niveau du titre virai est obtenu 
entre 36 et 48 heures selon le type milieu, En général on observe un titre plus 
élevé lorsque le maximum est atteint autour de 48 heures au lieu de 36 heUreSJ on 
soupconne ainsi que le processus d'assemblage des virions a etc! contrecarré par 
un processus de dégradation et de mortaliM cellulaire. Ce phénomhe est plus 
prononce dans le milieu LCSFM, oii le maximum du titre viral est généralement 
obtenu autour de 36 heures. Ceci pourrait donc expliquer les faibles titres 
exprim&s. On voit d'ailleurs la diffQence au niveau de SATP gênbre dans les 
deux diffQents milieux. On a jusqufh deux fois plus d'ATP produit dans le 
milieu sans protéines (NSFM13) démontrant ainsi que la cellule possède dans ce 
cas une meilleure activité métabolique, résultant en une viabaite prolongée et un 
meilieur titre viral. 
Il est également intéressant de comparer le m&abolisme pendant la croissance et 
Y infection. Les études au ont démontré que dans le milieu LC-SFM, la ceilule 
oxydait plus le glucose et moins la glutamine pendant l'infection, ce phhoméne 
a egalement &é demontré par i'analyse des flux m6taboliques. Cependant dans 
le milieux NSFM13, on observe une meilleure oxydation du glucose en infection 
mais la giutaminolyse est &galement augment& dans ce milieu. Ceci s'explique 
par Ie fait que la celide utilise @aiement moins d'acides amines dans ce milieu et 
la glutamine est donc préfhblernent consomm&. Powtant la cellule ne génère 
pas tellement d'ammoniac puisque pendant la croissance la consommation de la 
giutamine reste normale. Vaprés i'analyse des flux, le glutamate génhré n'est pas 
complètement utilisé dans le cyde de Krebs mais a plutdt tendance à sortir de la 
mitochondrie. La giutamîne ne serait pas dlement oxidk mais servirait pIut6t 
a géndirer le glutamate, qui peut servir à d'autres fonctions teiles que dans les 
cotransporteurs d'acides aminés i+t travers fa membrane celluiaire. 
Finalement Y analyse des flux métaboliques a permis de déterminer une stratégie 
d'alimentation plus appropriée. En effet, pendant la Fiode d'infection, on a 
remarque plusieurs flux négatifs autour de 20 heures pst-infection. M h e  si la 
majorité des acides aminés ne sont pas Iimitants des flux négatifs sigrufient que la 
demande biosynthétique pour certains acides aminés est plus grande que la 
dégradation de ceuxîi. Ces flux négatifs concernent en g6néral la thréonine, la 
valine, la phénylalanine, la tyrosine, la lysine et la leucine. Dès lors, afin d'éviter 
ces flux négatifs, il faut commencer l'alimentation pendant la période de 
croissance et augmenter le taux au moment de Yinfection afin de conserver des 
concentrations plus devées de nutriments en tout temps dans Ie milieu. Cette 
stratkgie a do& de bons titres viraux concernant le NSFM13 lors d'une infection 
A 1x106 celluies/rnl mais le taux d'alimentation s'est avéré insuffisant lorsqu'on 
passait A une infection à 2x106 celldes/ml. En effet, il sembIe que le métabolisme 
de la cellule soit cor& avec la concentration des nutriments puisqu'il a éte 
observe que lorsqu'on fait une addition à 24 heures apes l'infection, les flux 
augmentent quelques temps après. Donc, afin de conserver un métabolisme deve 
il est préférable de garder les concentrations de nutriments ê levh.  Cependant, 
l'oxydation du glucose dans le cyde de Ktebs se Eait peu et Ia celitde produit 
beaucoup de lactate. Cependant le milieu NSFMl3, pauvre en protéines, s'est 
avéré plus efficace à ce niveau, probablement parce qu'il posdde une source plus 
faible en acides aminés due ii une déficience en protéines. Dès lors, on peut se 
permettre dans ce milieu de garder des concentrations de nutriments plus élevés 
afin de garder un métabolisme plus actif et une meilleure production d'ATP. Le 
tableau suivant montre le profil suggeré pendant la croissance et l'infection. Ce 
nouveau profil a été basé sur celui préalablement utilise. il s'agissait en fait d'un 
mélange de glucose, de glutamine et d'acides aminés essentiels comme dêcrit à 
la page 83. 
Tableau 6.1 Débit et composition de l'alimentation. 
lare 1 40.01 40.01 
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L'alimentation devrait être commencée au debut de la croissance lorsque la 
concentration cellulaire atteint 04x106 cell./ml. Cette alimentation devrait être 
augmentée graduellement jusqu'8 un dkbit de 7 ml/h lorsque la concentration 
cellulaire atteint 2x106 d . / m l  au debut de l'infection, afin de subvenir aux 
besoins en glucose de la cellule. On remarque également que la concentration de 
certains acides amines est doublée. il s'agit en fait, des acides aminés les plus 
susceptibles de présenter des flux @ptifs. 
De plus, 6 la 1umiei.e des résultats dans un milieu faible en protéiies (NSFM13), 
on pense qu'une concentration de départ plus faible en acides aminés couplée ii 
une alimentation comme celle suggérée ci-haut, mériterait d'8tre expérimentée 
car elle pourrait peut-être permettre une meilleure utilisation du glucose et une 
moins grande production de lactate tout en favorisant un mt2taboliime actif. 
Afin de comprendre le métabolime de la cellrrle, nous nous devions de 
d4velopper un modèle complet du m&bolisme qui nous permettent R posteriori 
d'6valuer l'état physioIogique des cellules, Cependant le but serait de pouvoir 
analyser ce m~tabolisme en temps r&l à l'aide de quelques pararn&tres-dés. 
L'analyse des flux &taboIiques a démontré que certains de ces flux sont 
negligeables et pourraient etre rauit à zéro sans pour autant affecter la validité 
des résultats. Le m d a e  s'en trouverait simpIifi6 et A i'aide de mesures sur l'O, 
le CO, le pH, le glucose et la glutamine, on pourrait d4veiopper un modèle en 
temps réel qui permettrait de suivre i'ATP produit, pararnetre qui permet 
d'évaluer S&at metabolique global des cellules pendant la croissance et 
l'infection. Ceci permettrait en même temps d'ajuster en temps réel les taux 
d'alimentation des nutriments et ainsi d'optimiser la production (I'ATP et de 
vecteurs viraux. 
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ANNEXE 1 : ORGANISATION DES DONN~ES UR 
DISQUE. 
Les annexes ont été enregistrées sur CD-ROM. Les fichiers PCûû1.xls à PCOO7xIs 
représentent les ciifferentes expérimentations qui ont été faites en bioréacteur. 
Chaque fichier est subdivisé en différentes parties soit les résultats bruts, où les 
conditions expérimentales sont explicitées, le lissage, où la matrice des taux de 
production et de consommation est construite, i'anaiyse des protéines totales, la 
composition en acides aminés, l'analyse des protéines extracellulaires ainsi que 
l'analyse de l'ADN. Le fichier Matrice.xls comprend les matrices 
stoechiométriques utilisées pour les modéles At B et C. On a égaiement répertorié 
les fichiers textes, utilisable dans Matlab, pour le calcul des flux, l'analyse de 
sensibilité, la rtkonciliation de données et le calcul des flux ii mesurer pour faire 
baisser Ie conditionnement de la matrice stoechiométrique. 
